UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

SERGIO MARCELINO DE OLIVEIRA

A PROSTATA VENTRAL DO GERBILO FRENTE
AS DIFERENTES FORMAS DE CASTRACAO
E SUBSEQUENTE REPOSICAO HORMONAL

PELA TESTOSTERONA
Este ex lar corresponde a redag.éo in /
eferdsda pelo(a) can dalo a) / Tese apresentada ao Instituto de
5 3E U _ J Biologia para obtengdo do Titulo de
’u ¥ r' v i Mestre em Biologia Celular ¢ Estrutural
na area de Biologia Celular.
2 aprovada pela Comissao Ju&g{l‘% \

Orientador: Prof.Dr. Sebastido Roberto Taboga

BIBL ﬁﬁTFCA CENTRAL

EVOLVIMENTO
‘.,LME.Q AD
UNICAMP

I- ).4-




UNIDADE ____l’..i-.—-———
Ns CHAMADA
1)y Ny
V Y\
TOMBO BC/ () (
proC. 167 ¢- 000 8609
cC)  »o[&
PRECO M;\w :
DATA A41AT 100
Ne CPD

BL3d I7426S

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Oliveira, Sérgio Marcelino de
A prostata ventral do gerbilo frente as diferentes
formas de castragao e subsequente reposi¢ao hormonal

pela testosterona / Sérgio Marcelino de Oliveira. --
Campinas, SP: [s.n.], 2005.

OL43p

Orientador: Sebastidao Roberto Taboga.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Prostata. 2. Castragdo. 3. Andrégenos -
Antagonistas. |. Taboga, Sebastido Roberto. |I.
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. I[ll. Titulo.

Titulo em inglés: Hormonal replacement by testosterone in ventral prostate of gerbil
submitted to different castration forms.

Palavras-chave em inglés: Prostate, Castration, Antiandrogens.
Area de concentragao: Biologia Celular.
Titulagao: Mestre em Biologia Celular e Estrutural.

Banca examinadora: Sebastiao Roberto Taboga, José Carlos Mesquita, Sérgio Luis
Felisbino.

Data da defesa: 09/10/2005.



Campinas, 09 de setembro de 2005.

BANCA EXAMINADORA \

Prof.Dr. Sebastido Roberto Taboga (Orientador)

Prof Dr. José Carlos Mesquita

4

Prof. Dr. Sérgio Luis Felisbino

Prof Dr. Wilson de Mello Junior ( M/(/ LAAA MV /_/‘

Assinatura

/

Profa.Dra. Silvana Martinez Baraldi Artoni

Assmatura



DEDICATORIA

A Deus, meu guia.

A minha mée, com certeza a pessoa mais forte que conhego, por ajudar
a fazer de mim o que sou hoje e sempre me incentivar, apesar de tudo.

A meu pai, que tanto se sacrificou para ajudar-me a seguir o caminho
que escolhi, respeitando e acreditando nessa escolha.

A meu irmao, que mais do que tudo € meu amigo.

“Quando os ventos da mudan¢a sopram, alguns constroem abrigos,
outros constroem moinhos”.

Claus Moller

a1 I0TECA CENTRAL
pESENVOLVIMENTO

COLEGAO
UNICAMP




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Primeiramente a Deus, por ser a Luz que me guia pelos percalgos da
vida, por ter-me aberto as portas para caminhos que possibilitaram o meu
crescimento ¢ realizagiao pessoal, e ter-me dado forca, sabedoria e obstinagio
para trilhar esses caminhos, mesmo que para isso fosse preciso fazer escolhas
e sacrificios...

Aos meus pais, Joessy e Adalberto, que, cada um a sua maneira,
assistem meu crescimento pessoal com orgulho e alegria, sempre com uma
palavra de incentivo e apoio, nunca deixando que o desanimo ¢ a saudade se
abatam sobre mim.

Ao meu irmdo Marcio, que mesmo a distancia sempre foi uma pessoa
na qual pude contar nas mais adversas situagdes, nos momentos alegres e
também nas passagens dificeis, as quais ndo foram poucas...

A toda a minha familia, o bem mais importante que possuo, por sempre
me incentivar a transpor os percalcos da vida.

Ao orientador ¢ amigo, Prof. Dr. Sebastido Roberto Taboga,
primeiramente por acreditar em meu potencial e conceder-me a chance de
fazer parte do seu grupo de pesquisa, oportunidade que sem duvida foi de
crucial importancia para o meu crescimento pessoal e académico, e pela
paciéncia e sabedoria com as quais soube guiar-me pelos caminhos do
conhecimento. Obrigado.

Ao técnico do Laboratorio de Microscopia € Microanalise, mas
principalmente, meu amigo, Luiz Roberto Faleiros Jr. pela presteza no auxilio
e na execu¢do de todas as tarefas diarias, e claro, pelos momentos de
descontracdo e coleguismo que compartilhamos nestes anos.

A Rosana Silistino de Souza, pelo auxilio prestado na rotina do
laboratorio e pela amizade.

Aos membros da banca examinadora, Prof. Dr. José Carlos Mesquita,
Prof. Dr. Sérgio Luiz Felisbino, Profa. Dra. Silvana Martinez Baraldi Artoni e
Prof. Dr. Wilson de Mello Jr., pela presteza e atengdo com que se dispuseram
a fazer a corre¢do da tese e pelas sugestoes feitas, que com certeza foram de
grande valia para o aperfeigoamento deste trabalho.

A Liliam Alves Senne Penagio, pela amizade, boa vontade e paciéncia
com as quais sempre atendeu a mim ¢ a todos aqueles que a procuram
.geralmente, com algum “abacaxi” para ser descascado.

Unicame |




A republica Zona Rural e seus integrantes, Barrdo, Goiano, Eder e
Gervasio, pela acolhida e pelos momentos deliciosos e inesqueciveis que 1a
passel, momentos esses que ficaram marcados em meu coragio e
principalmente em meu figado...

A Ana Amélia ¢ a4 Maé, que se tornaram grandes amigas durante os
meses de convivéncia que tivemos em Campinas, e € claro a todos os colegas
de turma da Pos: Fernanda Carioca, Juarez, Luciana, Patrick, Tania, Thalita e
Thomaz, pelo convivio que amenizou os momentos de tensdo dos seminarios.

A Lara pelo carinho e atencdo com que sempre me ajudou,
principalmente nas corre¢des da tese, & Ana Maria por ser minha “mentora” na
Fosfatase Acida, 4 Fernanda Alcéntara por ajudar-me nas aventuras pelo
mundo da estatistica, enfim, a todos os companheiros do Laboratorio de
Microscopia € Microanalise: Claudia Pacheco, Cristiane, Daniele, Daniel,
Fernanda Egidio, Guilherme, Maé, Manoel, Marcela, Renato, Ricardo,
Rodrigo, Sabrina, Silvana, Wellerson, pela amizade. Sempre levarei todos em
meu coragao, seja por onde eu for...

Aos professores do curso de Ciéncias Biologicas do Centro
Universitario de Rio Preto — UNIRP, pela contribui¢do essencial ao meu
crescimento pessoal e académico. E a aqueles mestres e amigos que até hoje
fazem o possivel para estender-me a mao em uma eventual necessidade.

Ao CNPq pelo apoio financeiro.

“... essas folhas que tombam na agua parada dos tanques e nao podem
sair viajando pelas correntes do mundo...”

Mario Quintana.



SUMARIO

5 T e 08
ADSEIACE ... 10
i o T T 12

1. Morfologia PrOStAtICA. ..o oo 12

2. Desenvolvimento PmOSERRCH .. ummsusssrsrmmss s s s s s i ine s omame 15

3. F181010€18 PrOStALICA. .......... oo 17

4 Dacetato deciproterona & @ Zamida. ... cumuwasasssmsmimssmds R 19
I e s A A NS S R 23
Artigo:

Implica¢des morfofuncionais dos diferentes tipos de castragdo e as consequiéncias da
reposi¢ao pela testosterona na prostata do gerbilo (Meriones unguiculatus)............... . .. 24
8O RO I EE RIS oesctvmsosnses et B B A 55
Referencias bibliograficas.... o aummin s it eressraramme 56



RESUMO

A prostata € uma glandula exécrina tibulo-alveolar composta, do sistema genital
masculino, que secreta parte do liquido seminal. Sua diferenciagio da-se no inicio do
desenvolvimento embrionario e termina na puberdade, sendo que a testosterona (T) tem
papel fundamental no seu desenvolvimento e em sua manutengio, apos sua conversio pela
enzima So-redutase para uma isoforma cerca de 10 vezes mais potente, a
dihidrotestosterona (DHT). Uma série de doengas podem acometer a prostata, dentre elas o
cancer e a Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP), e a principal forma de controle dessas
doencas € a diminuigao dos niveis séricos de T, que pode ser conseguida através da
castragao cirurgica (orquiectomia) e da administragdo de antiandrogenos (castragao
quimica). Algumas das drogas mais usadas na castragio quimica sdo a flutamida e o acetato
de ciproterona. A primeira ¢ um antiandrogeno néo-esteroidal que compete com a T e com
a DHT pelo receptor de androgeno (RA) nas celulas da prostata, e a segunda é uma droga
esteroidal que além de competir pelo RA inibe a produgdo de Horménio Luteinizante (LH)
pela hipofise, o que por sua vez inibe a produg@o de T pelos testiculos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar, morfolégica e histoquimicamente o comportamento do tecido
prostatico regredido apos 30 dias de ablagdo de T, tanto pela orquiectomia quanto pela
castracdo quimica, ambas seguidas de administragdo de T exdgena e suspensio do
tratamento, respectivamente. Para tanto foram usados 40 gerbilos (Meriones unguiculatus,
Criscetidae, Gerbilinae) machos adultos, os quais foram divididos em dois grupos
experimentais (G.Ex. 01 e G.Ex. 02) e dois grupos controle (G.C. 01 e G.C. 02). G.Ex. 01
foi constituido por 20 animais os quais sofreram orquiectomia bilateral e apos 30 dias
receberam doses de cipionato de testosterona (TC) a uma concentragdo de 25mm/Kg, em
intervalos de 48 horas, durante 21 dias, e os animais foram sacrificados apos 0, 7, 14 e 21
dias do inicio do tratamento com TC. G.Ex 02 (20 animais) recebeu doses semanais e
alternadas dos antiandrogenos acetato de ciproterona e flutamida (0,3ml/animal/dia numa
concentra¢ao de 25mg/Kg) diluidos em oleo de milho, durante 30 dias, € apds a suspensdo

do tratamento anti-androgénico os animais foram sacrificados apos de 0, 7, 14 e 21 dias. O



G.C. 01 foi constituido por 5 animais adultos n3o castrados e o G.C. 02 por 5 animais
adultos castrados que receberam o6leo de milho, o veiculo de diluigdo das drogas. Os
resultados demonstraram que, tanto a castrag¢do cirurgica quanto a quimica provocaram uma
drastica regressdo do peso do complexo prostatico apos 30 dias quando comparados com o
grupo controle. A dosagem hormonal mostrou uma redugio na quantidade de T circulante
no caso da castrag@o cirurgica e na castracao quimica e o L.H. apresentou um aumento
durante a castragdo cirirgica e uma diminui¢do durante a castragdo quimica. Apos 30 dias
de castragdo, em ambos os grupos, houve uma drastica diminuigdo na altura epitelial, que
fol mais intensa em G.Ex 02, que, juntamente com a pequena quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), caracterizou uma pouca atividade secretora dessas células.
As células musculares lisas (CML) apresentaram um fendtipo estrelado e irregular, e houve
um pregueamento da membrana basal (MB) acompanhada de uma diminui¢io na
quantidade de vesiculas secretoras. Apos a reposigdo hormonal, em G.Ex 01 pdde ser
notado um aumento na altura epitelial, acompanhado da presenga de numerosas e alargadas
cisternas de RER. As CML retomaram seu fendtipo caracteristico, mas passaram a
apresentar uma enorme quantidade de RER em seu citoplasma, caracterizando uma
modulacio de seu fenotipo contratil para um fenodtipo secretor. A suspensdo do tratamento
antiandrogénico em G.Ex 02 promoveu a retomada da altura do epitélio € um aumento na
quantidade de RER, e estas células passaram a apresentar uma grande quantidade de
vesiculas lipidicas em seu citoplasma basal. Como em G.Ex 01 as CML retomaram seu
fenotipo caracteristico, e também apresentaram um aumento na quantidade de RER. Assim,
estes dados nos permitem assumir que o tecido prostatico apresentou uma notavel
capacidade de involugdo apoOs supressdo androgénica e uma capacidade de reorganizagao
apos reposi¢ao hormonal, e os eventos decorrentes da orquiectomia e da subseqiente

administra¢ao de T mostraram mais intensos para o tecido prostatico.



ABSTRACT

The prostate is an exocrine gland of the male genital system, which secretes part of
seminal liquid. Its differentiation initiates in the beginning of the embryonic development
and finishes during the puberty. Testosterone (T) plays an essential role in prostate
maintenance, after transformation, by Sa-reductase enzyme, to dehidrotestostorone (DHT)
an more potent isoform. As Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) and cancer may attack
prostate gland, the down regulation of T levels by surgical castration (orchiectomy) or by
the administration of anti-androgens drugs, such as flutamide and cyproterone acetate
(chemical castration) have been the principal therapies to control these disease. The non-
steroidal antiandrogen flutamide acts by competitive inhibition of the androgen receptors
(AR) in the prostate cells. The cyproterone acetate is a steroidal drug besides competing for
the AR inhibits Luteinizant Hormone (LH) production on the pituitary gland that
themselves inhibit T production by testis. The aim of this work was to evaluate
morphologically and histochemically the behavior of prostatic tissue regression after 30
days of T ablation by orchiectomy and by chemical castration, both followed by T
administration and suspension of treatment, respectively. Two experimental groups (Ex.G.
01 and Ex.G. 02) of 20 adult gerbil (Meriones unguiculatus) each were employed. In the
Ex.G.01 the animals underwent bilateral orchiectomy and after 30 days they received
testosterone cipionate (TC) doses (25mm/Kg) during 21 days every 48 hours. They were
sacrificed at 0, 7, 14 and 21 days of the TC treatment beginning. Ex G. 02 received
alternates doses of cyproterone acetate and flutamide (0,3ml/animal/day, at 25mg/Kg)
dissolved in corn oil, during 30 days weekly. They were sacrificed at 0, 7, 14 and 21 days
after treatment interruption. As control group 5 animals not castrated (C.G.01) and 5
castrated animals (C.G.02) received corn oil, the drug dilution vehicle. Results showed that
after 30 days of both surgical and chemical castration a drastic regression in the prostate
weight occurred. Hormonal dosages reveled serum T level reduction in both surgical and
chemical castration, while serum LH level increased during surgical castration and

decreased during chemical castration. After 30 days of castration in both groups there were

10



intense decreases of epithelium height, more intensive in Ex.G. 02, and notable small
amount of rugous endoplasmatic reticulum (RER), which characterized a low secretory
activity of those cells. Some smooth muscle cells (SMC) showed a spinous and irregular
phenotype along with infolding basal membrane and decrease of secretory vesicle amount.
After hormonal replacement in Ex.G. 01 were noted an increase in epithelial height and a
greater RER quantity. Those altered SMC recovered its normal pattern and the considerable
number of RER observed in the cytoplasm suggests a modulation of these cells from
contractile to secretory phenotype. In Ex.G. 02 the treatment interruption promoted an
increase in epithelial height and in the amount of RER, besides lots of lipid vesicles at basal
cytoplasm. Like in Ex.G. 01 SMC retook its normal phenotype, but showed an increase of
RER amount to. These data leads to conclude that prostatic tissue showed a high capacity
of involution after androgenic ablation and a capacity or reorganization after hormonal
replacement, but the events promoted by orchiectomy and T administration appear to be

more aggressive to the tissue.



INTRODUCAO

1. Morfologia prostatica

A prostata apresenta o maior volume e a maior expressividade funcional dentre as
glandulas sexuais acessorias do aparelho reprodutor masculino (NETTER, 1965), pesando.
em humanos, entre 30 e 50g. Localizada logo abaixo da bexiga urinaria, envolvendo a
uretra, € encontrada em todos os mamiferos, inclusive nos monotremos (PRICE, 1963),
permitindo além de estudos de natureza anatomo-patoldgica, estudos de natureza evolutiva.
Segundo McNeal (1981), em humanos a prostata, mesmo sendo compacta, pode ser
dividida em trés conjuntos glandulares: glandulas da zona periférica; glandulas da zona de
transi¢ao; e glandulas da zona central, todas envoltas por um amplo estroma fibromuscular.

Com a fungdo de secretar o liquido seminal, um liquido fino, de aspecto leitoso, a
prostata contribui para um aumento no volume seminal. Sua secrecio favorece a
neutralizagdo do meio onde ocorre o processo de fertiliza¢io, contribuindo para 0 aumento
da motilidade e fertilidade dos espermatozoides (GUYTON, 1984).

XUE L. et al (1997) apud ROY-BURMAN et al (2004), demonstraram que, em
roedores a prostata nao ¢ compacta sendo dividida em trés pares de lobos: lobos anteriores,
ou glandula de coagulagdo; lobos dorsolaterais; e lobos ventrais.

A prostata humana € uma glandula tubulo-alveolar composta, constituida por
epitélio colunar pseudo-estratificado envolto por espesso estroma fibromuscular (McNEAL
1983, CUNHA ef al., 1987), com a atividade secretora ligada principalmente a sua parte
alveolar. Entretanto, os ductos também podem secretar alguns componentes para o
conteudo final da secrecdo prostatica (REESE er al/, 1986). Entremeando as partes
glandulares existe um estroma conjuntivo ricamente vascularizado, com esparsas fibras
conjuntivas e células musculares lisas que tém papel contractil durante a ejaculacdo (ROSS
et al , 1993). Neste tecido estromal também estdo presentes nervos e terminagdes nervosas.
Envolvendo este orgdo tem-se uma fina capsula fibromuscular, que confere diferentes

formas aos orgdos nos diversos mamiferos ja estudados.
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Segundo PRICE (1963), a prostata de roedores ¢ composta por um par de lobos
ventrais posicionados no istmo da bexiga e um grupo de acinos dorsolaterais e seus ductos.
No rato, as glandulas coaguladoras (prostata anterior) e vesiculas seminais, circundam
dorsolateralmente a uretra na base da bexiga, formando um anexo anatdmico separado.
Histologicamente existem diferengas marcantes entre os varios 16bulos da prostata de ratos
e camundongos considerando-se suas respectivas secre¢des (MANN, 1954).

O gerbilo (Meriones unguiculatus) tem demonstrado ser um excelente modelo
experimental devido a facilidade com que pode ser manuseado no biotério, além de ser um
animal extremamente docil e de facil adaptacdo ao cativeiro. O interesse biologico em
relagdo a prostata de Meriones unguiculatus se justifica devido a algumas semelhancas
morfologicas e histologicas existentes em relagio a prostata humana.

Histologicamente a prostata do Gerbilo apresenta um epitélio prismatico simples
composto por células secretoras. Entremeando as partes glandulares ha um estroma
conjuntivo vascularizado e com abundante musculatura lisa e uma relativa escassez de
fibras colagenas e elasticas entremeando a musculatura lisa (ZANETONI, 2002). Essas
celulas sdo alongadas e delgadas, dispostas paralelamente 2 membrana basal. As células
basais tém sido identificadas como sendo proliferativas, e normalmente se dividem e se
diferenciam em células secretoras.

A prostata do gerbilo € composta por: prostata anterior (glandula coaguladora);
prostata dorsal, e prostata ventral Estando anatomicamente separadas, mesmo que

parcialmente fundidas (Fig. 01).



Fig. 01: Visdo anatémica da préstata do gerbilo. A: Ventral; B: Dorsal. (Fotos S.R. Taboga)
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Em prostatas de animais adultos, o principal componente do estroma em intima
associa¢do com o epitélio sdo as fibras musculares lisas. os fibroblastos e a matriz
extracelular que circunda os ductos epiteliais. Em prostatas de ratos e camundongos a
celulas musculares lisas formam uma camada que circunda os ductos epiteliais. A prostata
humana também contém uma consideravel quantidade de musculo liso, o qual ¢ largamente
distribuido em todo o compartimento estromal. Essas células musculares lisas que estio em
intimo contato com os ductos epiteliais sdo responsaveis por expelir a secre¢io prostatica
durante sua contragdo (HAYWARD et al, 1996).

Em termos de homologia entre as partes da prostata de rato e da humana, nota-se
que a prostata anterior de rato corresponde ao lobo medial da prostata humana, a prostata
dorsal do rato a parte dorsal ou lobo posterior da prostata humana e a prostata ventral do
rato ao lobo anterior da prostata humana (SLAYTER er al, 1994). Partindo dessas
homologias morfo-funcionais pré-estabelecidas pode-se buscar situagdes experimentais
onde a observacdo das respostas do epitélio e dos componentes do estroma em relacio aos
agentes quimicos (carcinogenos), enddgenos (hormonais), ou mecanicos (injarias
tissulares), possam ser feitas através de analises morfologicas ou morfométricas. Entdo
extrapolam-se os resultados para o ser humano.

A vantagem em se estudar o complexo prostatico do Gerbilo se da no fato destes
orgdos apresentarem-se bastante compactos e com fusdo parcial dos seus lobos, ou seja,

consideravelmente semelhante a prostata humana.

2. Desenvolvimento prostatico

O crescimento e a diferenciagdo da prostata tém inicio durante a vida embrionaria e
se completa na maturidade sexual. Ela se desenvolve a partir do seio urogenital, uma
subdivisdo da cloaca, formado por uma camada epitelial derivada do endoderma e
circundado por uma camada mesenquimal derivada do mesoderma, que se localiza junto a
parte caudal da base da bexiga urinaria. O evento inicial da morfogénese prostatica € o
aparecimento de brotos do epitélio do seio urogenital, formando os ductos, que s@o,

geralmente, sem ramificagdes até o nascimento, mas apos o nascimento esses ductos se
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elongam a partir do seio urogenital mesenquimatoso, bifurcam-se e langam ramificagdes,
dando origem a trés lobos distintos com simetria bilateral: préstata anterior (também
chamada glandula coaguladora); a prostata dorsolateral; e a prostata ventral (MARKER et
al, 2003).

} Mesénquima

Diferenciagao
do misculo liso

Formacio da
luz ductal

Fig. 02: Desenvolvimento prostatico (MARKER et al, 2003. Modificado)

Durante a canaliza¢@o do epitélio do seio urogenital ocorre a segrega¢io de duas
populagdes celulares distintas: as células epiteliais basais, que se localizam ao longo da
membrana basal e formam uma camada descontinua de células que expressam
citoqueratinas 5 e 14, e p63; ao mesmo tempo, uma parede de células colunares luminais,

que expressam citoqueratinas 8 e 18, se diferenciam e revestem a luz ductal. Enquanto isso,
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0 mesénquima/estroma prostatico se diferencia em uma camada de musculo liso que
circunda os ductos prostaticos (MARKER er a/, 2003) (Fig.02).

Em camundongos, a ramificagio do tecido prostatico estd praticamente completa
depois de duas semanas (SUGIMURA er a/, 1986a) apos o nascimento enquanto os niveis
de testosterona e o aumento do peso prostatico sdo modestos durante esse periodo. Ja na
puberdade, os niveis de testosterona, 0 peso prostatico e a quantidade de DNA aumentam
significativa e rapidamente (DONJACOUR & CUNHA, 1988).

Na maturidade funcional, a prostata de roedores ¢ uma glandula multilobular
organizada ao redor da uretra na base da bexiga. Devido as diferencas l6bulo-especificas
nos padrdes da ramificagdo, o formato de cada 16bulo prostatico € unico e cada um tem
caracteristicas histologicas distintas, com diferentes niveis de ramificagao: alta na prostata
anterior, meédia na dorsolateral e baixa ramifica¢do na prostata ventral.

Ductos prostaticos maduros contém dois tipos principais de células: as epiteliais
luminais secretoras; e as musculares lisas do estroma. Outros tipos celulares menos comuns
incluem células neuroenddcrinas e as raras células basais que sdo consideradas fortes

candidatas a células tronco (WANG ef a/ 2001, apud MARKER et al, 2003).

3. Fisiologia prostitica

A acdo dos hormonios masculinos produzidos pelos testiculos do feto durante o
desenvolvimento embrionario € necessaria para que ocorra a morfogénese das estruturas
ambissexuais, até entdo fenotipicamente semelhantes (PRICE & ORTIZ, 1965 apud
CUNHA, 1976; CUNHA et al., 1996), que no caso do seio urogenital dara origem a
prostata. Em mamiferos, no final do periodo fetal e inicio do periodo pds-natal, estes
hormdnios parecem agir de forma indireta na morfogénese epitelial, aparentemente via
mesénquima, uma vez que Os brotos prostaticos e o seio urogenital ndo apresentam
receptores para androgenos em niveis detectaveis, enquanto o mesénquima do seio
urogenital e da prostata em formagdo apresentam grandes quantidades destes receptores
(DOUJACOUR & CUNHA, 1988; COOKE et al., 1991; THOMSON ez al., 1997).
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O principal horménio responsavel pelo desenvolvimento e manuteng¢do da prostata é
a testosterona (T), que ¢ em grande parte (cerca de 95%) produzida pelos testiculos, sob
estimulo do horménio luteinizante (LH) da hipéfise. Os outros 5% sdo sintetizados nas
glandulas adrenais ou supra-renais sob a a¢do do horménio adrenocorticotrofico (ACTH)
da hipofise e liberado principalmente na forma de androestenediona, que € perifericamente
convertida em testosterona (TAPLIN & HO. 2001).

A organogenese da prostata ¢ dependente da interagio epitélio-estroma de modo que
a morfogénese e a diferenciagdo do epitélio e do mesénquima sdo ineficientes se os dois
tecidos estdo crescendo separados.

A agdo dos androgenos sobre as células prostaticas é mediada via receptor nuclear,
mas nem todos os tipos celulares prostaticos possuem receptor para androgenos, sugerindo
que somente certos tipos celulares podem ser considerados alvos diretos da acdo de
androgenos (PRINS et al, 1991).

Ja nas células basais e estromais da prostata, a T é convertida em
dihidrotestosterona (DHT), que € cerca de 10 vezes mais potente que a testosterona, pela
enzima 5-a-redutase, que se apresenta em duas isoformas (tipo I e tipo II), sendo a S-o-
redutase tipo I encontrada preferencialmente na pele e no figado, e a do tipo II,
principalmente nos tecidos que possuem dependéncia a androgenos. A DHT entio chega as
celulas epiteliais, onde se liga aos receptores de androgenos (RA) e é transportada para o
nucleo, onde o dimero dihidrotestosterona-RA atua como um fator de transcricdo de RNAm
0 qual sera traduzido em proteinas que promoverdo a manutengdo do tecido prostatico
(WILLIAM DS, 2001).

Apesar de a T e a DHT se ligarem ao mesmo receptor, cada um desses hormonios
exerce efeitos biologicos distintos sobre os tecidos alvos, como por exemplo, no
desenvolvimento prostatico, quando ha o bloqueio da conversido de T em DHT, ocorre a
diferenciagdo do seio urogenital em tecido prostatico, mas o crescimento e

desenvolvimento glandular sdo reduzidos drasticamente. (MARKER et al. 2003).



THOMPSON et al. (2002) propuseram que os androgenos sdo capazes de regular a
espessura da camada muscular lisa, compreendendo parte de um mecanismo da regulacio
da inducdo prostatica, durante a embriogénese. Os autores demonstraram que o
mesénquima € estimulado por androgenos a diferenciar-se em células musculares lisas e a
produzirem fatores que estimulam a diferenciagdo do epitélio, tanto em machos, como em
fémeas.

O desenvolvimento prostatico é também muito sensivel a niveis de estrogenos.
Embrides de rato machos que se desenvolvem entre duas fémeas apresentam altos niveis de
estradiol, baixos niveis de testosterona, um aumento na expressao de RA na prostata, e
consequentemente, prostatas maiores, que derivam de um desenvolvimento mais extenso
Resultados similares sdo obtidos quando fetos machos sdo expostos a baixos niveis de
componentes estrogénicos. Em contrapartida, quando fetos machos sio expostos a altos
niveis de estrogenos ocorre uma redugdo no crescimento prostatico e alteragdes na
arquitetura glandular (MARKER et al, 2003).

A necessidade de se estudar as respostas desta glandula aos hormonios masculinos,
sob varias condigdes, deve-se ao fato da glandula prostatica, em humanos, ser o sitio de um
grande namero de doengas relacionadas a idade, sendo que as de maior importancia médica
30 o cancer prostatico e a hiperplasia prostatica benigna. Os horménios. entre outros
fatores, exercem papel importante na etiologia destas lesdes. Além disso, essas lesdes,
malignas ou ndo, podem ser tratadas através de estratégias hormonais, incluindo a remogao
de andrégenos (PRICE, 1963, COLOMBEL & BUTTYAN, 1995, DROLLER, 1997
RAUCH et al., 1997)

4. O Acetato de Ciproterona e a Flutamida

O bloqueio androgénico tem sido um dos principais métodos utilizados no
tratamento de doencas de metastase desde 1940 (GALBRAITH & DUCHESNE, 1997),
sendo esse bloqueio feito através da orquiectomia (castragdo cirirgica) e da administragao
de antiandrogenos (castragdo fisiologica). Durante esses processos, ocorre a atrofia do

orgao, podendo ser notado uma grande redugdo no tamanho e no peso da prostata, que ¢
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decorrente de uma diminuigdo do fluxo sanguineo e da diminuicdo da sintese protéica.
Nota-se também uma diminui¢do na altura e no niimero das células epiteliais (devido a
ocorréncia da apoptose), 0 que resulta em lobulos reduzidos e com pouca atividade
secretora, podendo observar-se um aumento do estroma glandular (CARVALHO et al,
1997, VILAMAIOR et al., 2000.)

Apesar de ap0s a orquiectomia os niveis intracelulares de T diminuirem 90%. os
niveis de DHT diminuem somente 75%. Existem evidencias de que pequenas quantidades
de androgenos podem estimular o crescimento da prostata, e tem sido determinado que a
produgdo de androgenos adrenais contribui com aproximadamente 25% dos niveis de DHT
presentes na prostata. Além disso, os aspectos psicologicos relacionados a castragdo, fazem
com que os tratamentos utilizando antiandréogenos seja cada vez mais utilizados
(DONJACOUR & CUNHA, 1988).

Durante a castra¢do quimica, a atividade dos compostos androgénicos é inibida pela
competi¢ao entre o antiandrogeno e a DHT pelo sitio de ligagdo do RA. A acdo dos anti-
androgénicos diminui também a sintese e/ou liberagdo de horménios hipotalamicos e seus
fatores de liberagdo e de horménios da hipofise anterior que atuam diretamente sobre as
gbnadas, inibindo assim a biossintese ou secre¢do de andrégenos (NEUMANN &
TOPERT, 1986, McLEOD & COVEMBAG, 1996). Assim, a castra¢io quimica parece
bloquear mais eficientemente toda a demanda androgénica do organismo.

O acetato de ciproterona (AC) € um antiandrogeno sintético esteroidal, derivado da
progesterona, que tem capacidade de bloquear a agdo androgénica nos tecidos alvos (Fig.
03) e sua atuacdo da-se através da inibicdo competitiva da formacdo do complexo
androgeno-receptor, pois ele ocupa o sitio de ligagdo do RA, impedindo a liga¢do da DHT
(HUANG et a./, 1985). Esse antiandrogeno foi introduzido no tratamento médico a mais de
25 anos e desde entdo vem sendo usado no tratamento de hirsutismo, acne, aumento das
glandulas sebaceas e seborréia. Recentemente, foi autorizado o uso do acetato de
ciproterona em combinagdo com estrogenos na reposi¢do hormonal em mulheres. Em
homens o acetato de ciproterona € usado em altas doses no tratamento de carcinoma

prostatico e outros males da prostata (KASPER, 2001).
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Fig. 03: Estrutura quimica do Acetato de Ciproterona (NEUMAN, 1994).

NEUMANN (1994) afirma ser o uso do acetato de ciproterona superior a qualquer
outro metodo de inibi¢ao androgénica na terapia de carcinoma prostatico por duas razdes: a
baixa ocorréncia de efeitos colaterais se comparados com estrogenos e a habilidade de
eliminar os efeitos de androgenos produzidos pelos testiculos e pela supra-renal. Ele afirma
também que, devido ao acetato de ciproterona ser uma potente progesterona, ele inibe a
secrecao de gonadotrofinas, promovendo assim o bloqueio na producdo de androgenos
pelos testiculos.

A flutamida (Fig. 04) ¢ um antiandrogeno ndo esteroidal que atua no bloqueio da
acao da testosterona e da dihidrotestosterona, através da competi¢do pelos receptores
androgénicos presentes nos tecidos prostaticos (SUFRIN & COFFEY. 1975. GORDON e?
al, 1984).

Sua a¢ao antiandrogénica se da principalmente em nivel citoplasmatico por inibigdo

competitiva de ligagdo da DHT com seu receptor, interferéncia com ligagdo aceptor-



receptor-DHT, e também pelo bloqueio de translocagdo do complexo receptor-DHT para o

interior do nucleo, inibindo assim, a sintese de DNA prostatico estimulada pela testosterona
(BURTON & TRACHTENBERG, 1986)
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Fig. 04: Estrutura quimica da Flutamida (NERI, 1989).

A flutamida é rapidamente metabolizada por hidroxilagdo de sua cadeia lateral para
0 metabolito chamado de SCH16423 (3o-trifluoro-e-metil-4 -nitro-m-lactotoluidide).
Estudos de NERI, 1989, demonstraram que a concentragdo de flutamida foi relativamente
baixa em tecidos de animais tratados com a droga, enquanto seu metabolito foi encontrado
em concentragoes 70 vezes mais altas, apds 6 horas da dosagem. O metabdlito foi
encontrado concentrado na prostata ventral e na vesicula seminal de ratos, o que indica
serem esses 0s 0rgaos alvos da atividade farmacologica da flutamida.

Embora muitos sejam os dados obtidos na literatura sobre os efeitos da castragao
cirurgica e quimica, em relagdo ao tecido prostatico, pouco se sabe sobre o efeito da
recuperagao deste processo apds a reposi¢do hormonal. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar, histologica e ultra-estruturalmente, por métodos morfomeétricos e histoquimicos, os
efeitos da administraco da testosterona apos 30 dias de ablagio hormonal por orquiectomia
bilateral em comparagdo a castragdo quimica pelo acetato de ciproterona e flutamida

seguida da supressao do tratamento antiandrogénico.



OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, histologica e ultra-estruturalmente, por
metodos morfométricos e histoquimicos, os efeitos da administragdo da testosterona apos
30 dias de ablagao hormonal por orquiectomia bilateral em comparag¢do a castragio quimica
pelo acetato de ciproterona e flutamida seguida da supressio do tratamento

antiandrogénico.
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ARTIGO

O presente trabalho gerou um artigo que devera ser vertido a lingua inglesa e

posteriormente submetido a publicagdo em perioddico internacional.

IMPLICACOES MORFOFUNCIONAIS DOS DIFERENTES TIPOS DE
CASTRACAO E CONSEQUENCIAS DA REPOSICAO PELA
TESTOSTERONA NA PROSTATA DO GERBILO (Meriones
unguiculatus).



RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar, estrutural, ultra-estrutural e histoquimicamente
0 comportamento do tecido prostitico apos 30 dias de ablagdo de T, tanto pela
orquiectomia quanto pela castragdo quimica, ambas seguidas de administracio de T
exogena e suspensdo do tratamento, respectivamente. Para tanto foram usados 40 gerbilos
(Meriones unguiculatus, Criscetidae, Gerbilinae), os quais foram divididos em dois grupos
experimentais (G.Ex. 01 e G.Ex. 02) e dois grupos controle (G.C. 01 e G.C. 02). GEx. 01
foi constituido por 20 animais os quais sofreram orquiectomia bilateral e apoés 30 dias
receberam doses de cipionato de testosterona (TC) a uma concentragdo de 25mm/Kg, por
um periodo de 48 horas, durante 21 dias, e os animais foram sacrificados apés 0, 7, 14 ¢ 21
dias do 1nicio do tratamento com TC. G.Ex 02 (20 animais) recebeu doses semanais e
alternadas dos antiandrogenos acetato de ciproterona e flutamida(0,3ml/animal/dia numa
concentracdo de 25mg/Kg) diluidos em 6leo de milho, durante 30 dias, e apos o tratamento
anti-androgénico foi suspendido e os animais e os animais foram sacrificados apos 0, 7, 14
e 21 dias. O G.C. 01 foi constituido por 5 animais adultos ndo castrados e o G.C. 02 por 5
animais adultos castrados que receberam 6leo de milho, o veiculo de dilui¢do das drogas
Uma intensa redugdo do peso do complexo prostatico foi notada tanto apos a castragdo
cirirgica quanto apos a quimica quando comparados com o grupo controle. A dosagem
hormonal mostrou uma redugdo na quantidade de T circulante no caso da castracdo
cirurgica e na castragdo quimica e o L.H. apresentou um aumento durante a castragio
cirurgica e uma diminuigdo durante a castragdo quimica. Uma redugdo da altura epitelial
razoavelmente mais intensa foi notada em G.Ex 02, em compara¢do com G.Ex 01 e as
celulas epiteliais de ambos os grupos apresentaram poucas vesiculas secretorias e uma
pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (RER). As células musculares lisas
(CML) apresentaram um aspecto estrelado apds 30 dias de tratamento e a membrana basal
apresentou-se intensamente pregueada, em ambos os grupos, mas a pregueacido da
membrana basal foi mais intensa em G.Ex 01. Apds a reposi¢do hormonal, em G.Ex 01
pdde ser notada uma retomada na altura epitelial, acompanhada da presenca de numerosas e

alargadas cisternas de RER. As CML apresentaram seu fenotipo caracteristico, mas uma



enorme quantidade de RER foi encontrada em seu citoplasma, caracterizando uma
modulagio de seu fenotipo contratil para um fendtipo secretor. A suspensdo do tratamento
antiandrogénico em G.Ex 02 promoveu um aumento da altura do epitélio e na quantidade
de RER, e estas células passara a apresentar uma grande quantidade de vesiculas lipidicas
em seu citoplasma basal. Como em G.Ex 01 as CML retomaram seu fenotipo caracteristico,
e também apresentaram um aumento na quantidade de RER. O tecido prostatico apresentou
uma notavel capacidade de involugdo apos supressio androgénica e uma capacidade de
reorganiza¢ao apos reposi¢do hormonal, mas os eventos decorrentes da orquiectomia e da

subsequente administragdo de T mostraram mais intensos para o tecido prostatico.



INTRODUCAO

Histologicamente, a prostata é uma glandula tabulo-alveolar composta, com a
atividade secretora principalmente ligada a sua por¢do alveolar. Entremeando as partes
glandulares, existe um estroma conjuntivo ricamente vascularizado, com esparsas fibras
conjuntivas (CARVALHO et al., 1996) e células musculares lisas (CML) que tém papel
contractil durante a ejaculagdo (ROSS et al., 1993). Nesse tecido estromal, também estio
presentes ganglios, nervos e terminagdes nervosas. Envolvendo este orgdo, tem-se uma fina
capsula fibromuscular, que confere diferentes formas ao 0rgéo nos diversos mamiferos ja
estudados (PRICE, 1963). O epitélio secretor que reveste os alveolos assenta-se numa
membrana basal que repousa sobre um estroma de natureza conjuntiva, onde sio
encontradas CML, as quais circundam os alvéolos e ductos, fibroblastos, células endoteliais
dos vasos, macrofagos fixos, cada qual com papel especifico na viabilidade e funcio
secretora do tecido como um todo (CUNHA et aZ., 1985 e 1996).

Segundo PRICE (1963), a prostata de ratos e roedores é composta por um par de
lobos ventrais posicionados estrategicamente no istmo da bexiga e um grupo de acinos
dorsolaterais e seus ductos. Em rato, as glandulas coaguladoras ou prostata anterior e
vesiculas seminais circundam dorsolateralmente a uretra na base da bexiga, formando um
anexo anatdmico separado.

Histologicamente a prostata do Gerbilo apresenta um epitélio prismatico simples
composto por celulas secretoras. Entremeando as partes glandulares hd um estroma
conjuntivo vascularizado e com abundante musculatura lisa e uma relativa pobreza de
fibras colagenas e elasticas entremeando a musculatura lisa (ZANETONI, 2002).

A glandula prostatica ¢ derivada de brotos epiteliais do seio urogenital da
endoderme. O brotamento continuo leva ao desenvolvimento das varias zonas prostaticas.
Como os brotos em ambos os lados do verumontanum invadem o meseénquima, eles
formam uma zona interna e uma zona externa. A perda de mesénquima € gradualmente
substituida por tecido muscular liso organizado concéntricamente em volta do acino
prostatico. No adulto, a uretra divide a prostata em uma regido fibromuscular anterior

compreendendo as regides central e transicional, e uma regiio posterior, uma por¢dao mais



glandular. A regido central ¢ associada aos ductos ejaculatorios. Seus acinos sio grandes €
irregulares, e suas células contém um citoplasma granular (DROLLER. 1997).

Durante o desenvolvimento da préstata, os complexos processos morfogenéticos
parecem exigir uma mediagdo ativa das células estromais, enquanto a manutengao da
diferenciacdo do tecido epitelial adulto parece ser regulada, em grande parte, pela matriz
extracelular (CUNHA ef al., 1985).

A diferenciagdo e o desenvolvimento do tecido prostatico durante a embriogénese e
a sua manuten¢ao durante a vida adulta dependem da agao de androgenos, os quais regulam
0 esses processos (CUNHA & CHUNG, 1981; CUNHA et al., 1996).

NEMETH e LEE (1996) e SUGIMURA e colaboradores (1986a) sugerem que o
estroma seja o primeiro alvo da a¢do dos andrdgenos, sendo a reagio do epitélio mediada
por fatores estromais. A agdo dos androgenos se da por intermédio de um receptor nuclear,
que esta presente somente em alguns tipos celulares prostaticos, o que leva a conclusio de
que nem todas as células prostaticas sao alvos diretos da agdo de androgenos (PRINS ez al
1991).

O principal horménio responsavel pela diferenciagdo da prostata € a testosterona
(T), que € produzida pelo testiculo fetal e convertida em di-hidro-testosterona (DHT) pela
enzima So-redutase. A resposta celular aos androgenos sistémicos ¢ mediada por um
receptor de andrégenos (RA) que € ativado pela T e pela DHT.

A supressdo dos androgenos produzidos pelos testiculos € o método de tratamento
melhor estabelecido para o tratamento da maioria dos pacientes com cédncer de prostata.
Esse bloqueio androgénico pode ser obtido atraves da orquiectomia (castra¢do ciriirgica) ou
através do tratamento antiandrogénico (castragdo quimica). A orquiectomia promove uma
rapida e drastica involugdo da prostata para um estado de atrofia que € mantido até que
androgenos sejam novamente administrados (BUTLER & SCHADE, 1958).

A castragdao em ratos adultos promove uma intensa regressio do tecido prostatico
em associagdo com a indugdo de apoptose em um grande numero de células epiteliais e
uma significante reducdo na quantidade de vasos sanguineos (SHABISGH ez a/, 1999).

Apesar de apos a orquiectomia os niveis intracelulares de T diminuirem 90%, os

niveis de DHT diminuem somente 75%. Existem evidencias de que pequenas quantidades



de androgenos podem estimular o crescimento da prostata, e tem sido determinado que a
producao de androgenos adrenais contribui com aproximadamente 25% dos niveis de DHT
presentes na prostata. Além disso, os aspectos psicologicos relacionados a castragdo, fazem
com que os tratamentos utilizando antiandrogenos seja cada vez mais utilizados.

A castra¢do quimica € feita com a utilizagdo de drogas antiandrogénicas, as quais
atuam intracelularmente, através da competicdo pelo sitio de ativagdo do RA impedindo sua
ativagdo. A flutamida € um dos mais bem conhecidos antiandrogenos utilizados nesse tipo
de tratamento. Este é um antiandrégeno nao-esteroidal, que € um inibidor competitivo pelo
receptor de T e DHT (NOLDUS et al, 1996).

Sua agdo antiandrogénica se dé principalmente em nivel citoplasmatico por inibicio
competitiva de ligagdo da DHT com seu receptor, interferéncia com ligagdo aceptor-
receptor-DHT, e também pelo bloqueio de translocagdo do complexo receptor-DHT para o
interior do nucleo, inibindo assim, a sintese de DNA prostatico estimulada pela testosterona
(BURTON & TRACHTENBERG, 1986).

O acetato de ciproterona (AC) é um antiandrogeno sintético esteroidal que tem
capacidade de bloquear agdo androgénica nos tecidos alvos e sua atuacdo se da através da
inibigdo competitiva da formagdo do complexo androgeno-receptor, pois ele ocupa o sitio
de ligagdo do RA, impedindo a ligagdo da DHT (HUANG er a./, 1985). Esse antiandrogeno
foi introduzido no tratamento médico a mais de 25 anos e desde entio vem sendo usado no
tratamento de hirsutismo, acne, aumento das glandulas sebaceas e seborréia Recentemente,
fo1 autorizado o uso do acetato de ciproterona em combina¢do com estrogenos na reposicao
hormonal em mulheres. Em homens o acetato de ciproterona € usado em altas doses no
tratamento de carcinoma prostatico (KASPER, 2001).

NEUMANN (1994) afirma ser o uso do acetato de ciproterona superior a qualquer
outro método de inibigao androgénica na terapia de carcinoma prostatico por duas razdes: a
baixa ocorréncia de efeitos colaterais se comparados com estrogenos e a habilidade de
eliminar os efeitos de androgenos produzidos pelos testiculos e pela supra-renal. Ele afirma
também que, devido ao acetato de ciproterona ser uma potente progesterona, ele inibe a
secrecao de gonadotrofinas, promovendo assim o bloqueio na producdo de androgenos

pelos testiculos.



Embora muitos sejam os dados obtidos na literatura sobre os efeitos da castracdo
cirurgica e quimica, em relagio ao tecido prostatico, pouco se sabe sobre o efeito da
recuperagao deste processo apos a reposi¢io hormonal. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar, histologica e ultra-estruturalmente, por métodos morfométricos e histoquimicos, os
efeitos da administragio da testosterona apos 30 dias de ablagao hormonal por orquiectomia
bilateral em comparacio a castracao quimica pelo acetato de ciproterona e flutamida

seguida da supressdo do tratamento antiandrogénico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 50 gerbilos machos adultos, com idade superior a 90 dias de
nascimento. Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da UNESP (Botucatu-
SP) e mantidos no biotério do Departamento de Biologia do IBILCE-UNESP, em gaiolas
plasticas opacas, com tampa de aco inox na forma de grade, forradas com maravalha de
pinho, contento cinco animais cada. A temperatura (22 + 2° C), a umidade relativa do ar (55
* 10%) e o periodo de 12/12 horas claro/escuro foram controladas durante todo o
experimento. Todos os animais receberam agua e ragdo comercial Nuvilab-CR 1 (Nuvital,
PR) ad libitum. A avaliagdo clinica, o peso corporeo e o consumo de racao e agua dos
animais foram feitos, uma vez por semana.

Apos a fase de aclimatacdo, os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 2
grupos experimentais (G.Ex. 01 e GEx. 02) e 2 grupos controles (G.C. 01 e G.C. 02).

O grupo experimental foi constituido por 40 animais, dos quais 20 sofreram
orquiectomia bilateral [G.Ex. 01] e 20 receberam alternadamente, por cinco semanas, os
anti-androgenos acetato de ciproterona e flutamida [G.Ex. 02]',

ApoOs 5 semanas 0s grupos experimentais sofreram o seguinte tratamento:

' Durante as 5 semanas do experimento. os animais receberam alternadamente uma dose semanal de acetato
de ciproterona e flutamida (0.3ml/animal/dia numa concentracao de Img/Kg). Desta forma o GEx. 02
recebeu 3 doses de acetato de ciproterona e 2 doses de flutamida. A utilizacdo do referido tratamento se deve
ao fato das drogas terem acdo anti-androgénica distintas (NEUMANN & TOPERT. 1986).



O GEx 01 recebeu, por 21 dias 0,25ml de cipionato de testosterona a uma
concentragao de 1mg/Kg, em intervalos de 48 horas, segundo adaptacdo de POLLARD &
LUCKERT (1987). Os animais foram sacrificados em intervalos de 0, 7, 14 e 21 dias.

O GEx. 02 teve o tratamento anti-androgénico suspendido e os animais foram
sacrificados em intervalos de 0, 7, 14 e 21 dias a semelhanga do G.Ex. 01.

Os Grupos controles (G.C.) foram estabelecidos da seguinte maneira: G.C. 01 — foi
constituido por animais adultos nao castrados (cinco animais); G.C. 02 — foi composto por
animais castrados cirurgicamente que receberam 0,25 ml de éleo de milho - o veiculo de
dilui¢@o da testosterona (cinco animais).

Apos o sacrificio realizado por inje¢o unica intraperitonial de pentobarbital sodico
(30 mg/kg de p.c.), foi feita incisdo na face ventral do animal ao longo da linha média, da
regido pubica até o processo xifoide. Os musculos do abdome e pelve foram rebatidos
lateralmente e a prostata de cada animal foi exposta. No momento da necropsia, as prostatas

foram pesadas, fragmentadas e imersas em fixador por 24 horas.

Dosagem Hormonal

Amostras sanguineas foram coletadas de todos os animais por decapitacdo. A
quantifica¢do sérica dos horménios T e LH foi feita usando o Analisador Modular para
Imunoensaio de Quimiluminescéncia ECi (Johnson & Johnson) de acordo com Weeks &
Woodhead (1984). Para cada intervalo de tratamento foram utilizadas amostras de no

minimo, 3 animais. Em cada uma dessas amostras o teste foi feito em triplicata.

Microscopia de luz

As prostatas removidas foram fixadas por imersio em Karnovisky (solugdo de
paraformaldeido a 2% e de glutaraldeido a 2% em tampao fosfato Sorensen pH 7,2 - 0,1M),
lavadas em agua, desidratadas em etanol, clarificadas em oOleo de cedro e, entdo, incluidas

em Paraplast e historresina.
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Os cortes histologicos foram submetidos as seguintes coloragdes histologicas e
tecnicas histoquimicas para estudos dos componentes teciduais prostaticos: hematoxilina-
eosina para estudos morfolégicos gerais da prostata (BEHMER et al., 1976) e impregnacio
pela prata para reticulina para estudos das fibras reticulares no estroma prostatico
(BEHMER et al., 1976).

Deteccio citoquimica da atividade fosfatdsica icida

Apos o sacrificio fragmentos da prostata foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido para fixagao. Usando-se criostato Leica CM 1850 foram obtidos cortes do
material congelado, que entdo foi processado pelo método modificado de GOMORI (1950)
para demonstragdo da atividade fosfatase acida prostatica. Cortes de 10um de espessura
foram fixados por 5 mim em formalina calcio 10% e incubados por 110 minutos a 37° C em
substrato com B-glicerofostato de sodio. O controle da reacdo histoquimica foi obtido
através do uso meio de incubagio ndo contendo o substrato ou o meio de incubagdo
contendo fluoreto de sodio 0,01 M, que é um inibidor enzimatico. ApOs a incubagdo os
cortes foram lavados com tampio acetato 0.05 M em pH 5,0, tratados com sulfito de
amonia 1% durante 3 minutos, lavados em agua destilada e contracorados com Methyl-

Green 0,1% durante 5 minutos.
Anilise em Microscopia de luz e documentacio fotomicrogrifica

As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BX-60 e as imagens foram
capturadas em sistema de analise de imagens /mage Pro Plus “Media Cybernetics acoplado
a este microscopio.

Microscopia Eletronica de Transmissio

Os fragmentos de tecido foram fixados em 4cido tanico a 0,25% e glutaraldeido 3%

em tampao Milloning pH 7,3, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Apos a lavagem em
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tampdo, os fragmentos foram pos-fixados em solugdo a 1% de tetroxido de 6smio em
tampao Milloning pH 7.3, durante 1 hora, a temperatura ambiente. Depois de lavados
brevemente em solugdo tampdo, os fragmentos foram desidratados em etanol e acetona e
incluidos em araldite, segundo COTTA-PEREIRA e colaboradores (1976).

Os cortes ultra-finos, de aproximadamente 50-70 nm de espessura, foram obtidos
em ultra-micrétomo automatico LKB, com navalha de diamante. Estes cortes foram
colhidos em telas de cobre de 200 "mesh", contrastados em solugdo aquosa de acido
fosfotungstico a 1% por 5 minutos (BLOOM e AGHAJANIAN, 1968) e posteriormente
contrastados pelo acetato de uranila a 2%, por 30 minutos (WATSON, 1958).

Depois de rapida lavagem em 4gua bidestilada e secagem, os cortes foram
colocados na superficie de uma gota de citrato de chumbo a 2%, em solugdo IN de
hidroxido de sodio (VENABLE e COGGESHALL, 1965, modificado), por 2 minutos, a
temperatura ambiente. Depois de rapida e cuidadosa lavagem em agua bidestilada, as telas
foram secadas ao ar.

As observagdes e obtengdo dos negativos micrograficos foram feitas em
microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss — Modelo EM 910 do Laboratorio de
Microscopia e Microanalise do instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP,
Campus de Sio José do Rio Preto (SP). O filme utilizado para a documentac¢do foi Kodak

Eletroctron microscopy film, ASA 32.

Analise Morfométrico-estereologica

As fragdes volumétricas dos compartimentos prostaticos: epitélio, lume e estroma
foram determinadas morfométrico—estereologicamente utilizando o Sistema Teste de
Weibel, contendo 168 pontos € 84 linhas de acordo com HUTTUNEN e colaboradores
(1981). Pelo menos 1000 pontos foram tomados para analise em cada situacdo do
experimento. Dados de medida de altura do epitélio foram capturados pelo sistema de

analise de imagens.
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Analise Estatistica

Os dados de todos os pardmetros avaliados foram comparados entre os grupos
propostos. Dados de peso corporeo e da prostata (absoluto e relativo) e dados
morfométrico-estereologicos foram comparados utilizando-se os testes paramétricos
(ANOVA) ou ndo paramétricos (Kruskal-Wallis e/ou Mann-Whitney), na dependéncia da
distribui¢do dos dados. O nivel de significancia estatistica adotada para os testes foi de p <
0,05.

RESULTADOS

Microscopia de luz

A castragdo cirurgica prolongada (G.Ex. 01) provocou uma intensa redu¢ao no peso
do complexo prostatico chegando a 0,079g (+0,04) apos 30 dias de castragdo cirurgica
(G Ex. 01 I), quando comparado ao grupo controle (C.G.), que era de 0,51g (£0,28).
Durante a administracdo de testosterona (T) observou-se uma recuperagio do peso do
complexo prostatico, sendo que apos 21 dias de tratamento (G.Ex. 01 1V) seu peso foi de
1,03g (+0,18) (Tab. 01).

Dosagens hormonais demonstraram que os niveis de T regrediram a 0,86 ng/ml
(x0,90) apos 30 dias de castragdo cirurgica, se comparados ao grupo controle, que
apresentou 4,82 ng/ml (+0,33) e a0 mesmo tempo os niveis do horménio luteinizante (LH)
aumentaram para 1,33 U/L (£0.37) quando comparado com o grupo controle que
apresentou 0,4 U/L (£0,09). Os niveis de T apds a administragdo exogena de testosterona
subiram para 23,15 ng/ml (+7,12) apos 21 dias de tratamento e os niveis de LH decairam
para 0,13 U/L (£0,09) (Tab. 01).

Analises de amostras teciduais da prostata dos animais do grupo G.Ex. 01 corados
pela técnica Hematoxilina-Heosina demonstraram que a castragdo cirurgica provocou uma

intensa redu¢do da altura epitelial, que chegou ao valor de 8,79 um (£1,79), acompanhada



de uma notavel redu¢do do volume absoluto do limem e do estroma prostaticos,
respectivamente, de 19.87mg (+4,18) para 2,83mg (%0,76) e de 19,96mg (+5,30) para
4,46mg (£0,61) (Tab. 01). Pode-se notar que, apos 30 dias de castragdo cirurgica, o epitélio
secretor apresentou pequeno numero de vesiculas secretoras na regido apical de suas
células, o que caracterizou a baixa atividade secretora do tecido prostatico em contraste
com o grupo controle (Fig. 1C e 1A-B). No estroma prostatico pdde ser notado, apos 30
dias de castragdo que as CML passaram a apresentar um fenotipo espinhoso, também houve
um aumento na quantidade de colageno, acompanhado de um espessamento das fibras
reticulares (Fig. 1C e 2C). Apos a administracdo de T pdde ser notado a presenga de brotos
epiteliais (Fig. 1F), que revelou uma intensa proliferacdo celular, devido a ativagdo do
receptor de androgeno (AR) pela T, e uma gradual retomada da altura do epitélio secretor,
que chegou a atingir 32,0lpm (£7,31) apds 30 dias de administragio do hormédnio
acompanhado de um aumento do volume luminal absoluto que chegou a 36,18mg (+10,54)
e do volume estromal absoluto até o valor de 3,02mg (+10,30) (Tab. 01).

Apos 30 dias de tratamento anti-androgénico (G.Ex. 02 I), o complexo prostatico
também apresentou uma expressiva redugdo de peso, chegando a 0,085g (+0,03), enquanto
no grupo controle apresentou o peso de 0,51g (£0,28). A suspensdo do tratamento levou a
uma gradual recuperagdo do peso do complexo prostatico, que apresentou o peso de 0,52¢
(=0,12) apds 21 dias (Tab. 01).

No grupo G.Ex. 02 a dosagem hormonal demonstrou uma redugdo na quantidade
circulante de T de 4,82 ng/ml (=0,4) (grupo controle) para 0,83 ng/ml (+0,11) e uma
reducdo da quantidade de LH de 0,4 U/L (£0,09) para 0,24 U/L (£0,24) apos 30 dias de
tratamento anti-androgénico. Apos a suspensao do tratamento androgénico o nivel de T
sofreu um aumento, chegando a 1,77 ng/ml (+0,89) e houve um aumento no nivel de LH
para 0,51 U/L (£0,2) (Tab. 01).

Fragmentos deste grupo analisados a microscopia de luz mostraram que a altura do
epitelio secretor dos acinos prostaticos sofreu uma grande redugdo, chegando a 7,96um
(+1,42), enquanto que no grupo controle esse valor era de 14,66um (£3,61) e uma notavel
redu¢do no volume do limen e estroma prostaticos, que apresentaram, respectivamente, de

19,87mg (+4,18) e 19,96mg (+5,3) para 1.20mg (£0,76) e 5,22mg (0,59) (Tab 01). Aqui



tambem pode ser notada uma diminui¢do das vesiculas de secre¢do na regiao apical das
celulas epiteliais, 0 que demonstra uma baixa atividade secretora dessas células, as CML
apresentaram um aspecto espinhoso, como visto em G.Ex 01 (Fig. 1D) e verificou-se um
aumento na quantidade de colageno no estroma prostatico, e um espessamento das fibras
reticulares que permeiam os Aacinos (Fig. 2D). Apés a suspensio do tratamento
antiandrogénico, observou-se uma recuperagio da altura do epitelio secretor, chegando ao
valor de 14,45pm (£0,39) (Tab. 01), bem como a presenca de vesiculas de secre¢do na
regido apical das células (Fig. 1E). Notou-se um aumento na taxa de proliferagdo celular,
que pode ser visto através da presenga de brotos epiteliais (Fig. 1J), o que se deve a um
gradual aumento da ativagdo do RA pela T, que antes era ocupado pelo antiandrogeno.

Os volumes absolutos dos compartimentos prostaticos mostraram um aumento,

sendo que o lumen chegou a 19,17mg (+5,11) e o estroma a 19,96mg (£5) (Tab. 01).
Atividade fosfatasica dcida

Os material processado para demonstragdo da atividade fosfatase acida prostatica
(FAP) revelou um comportamento padrdo de tal enzima durante os dois experimentos.

No grupo G.Ex 01, apos 30 dias de castragdo, o tecido analisado apresentou uma
baixissima atividade FAP, se comparada ao grupo controle (Fig. 3C e 3A-B). Logo aos 7
dias de tratamento com T houve um acentuado aumento das marcagdes que evidenciam a
atividade da enzima, que se manteve alta durante o restante do tratamento até 21 dias, mas
sua presenca se deu nas CML nio sendo detectavel no epitélio (Fig. 3E e F).

Resultado semelhante foi visto no grupo G.Ex 02, apos 30 dias de tratamento
antiandrogénico, onde uma baixa atividade da enzima foi detectada (Fig. 3D). A diferenca
entre 0s grupos se deu apos a suspensio do tratamento, pois 0 aumento da atividade da FAP
foi gradual, sendo média ap6s 7 dias e alta apos 21 dias de suspensio do tratamento (Fig.
3H e 1), mas também nas CML, e ndo no epitélio. O controle da reagio se deu pela
incubagao de alguns dos cortes histologicos sem a presenca do substrato B-glicerofosfato de

sodio, o que ocasiona uma marcagao negativa (Fig. 3G e 3J).



Ultra-estrutura

A analise das micrografias eletronicas de G.Ex 01 confirmou a grande diminuicio
na altura do epitélio prostatico secretor apds 30 dias de castragdo em compara¢do com o
grupo controle, acompanhada de pequena quantidade de vesiculas secretoras caracterizando
baixa atividade secretora (Fig. 4A e D). Outra caracteristica notada, que também levou a
uma caracteriza¢do de baixa atividade secretora do epitélio foi a pequena quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) visto nas micrografias eletronicas (Fig. 4D),
enquanto que no grupo controle essa organela esta presente em abundancia (Fig. 4B).

No estroma prostatico, apos 30 dias de castracdo observou-se um aumento do
numero de fibras de colageno e as células musculares lisas mostraram-se com o contorno
espinhoso e disforme. A membrana basal desse grupo experimental apresentou-se
intensamente pregueada, apresentando reentrancias em direcdo ao estroma nas quais,
muitas vezes, estavam localizadas células epiteliais basais (Fig. 4D e E). Ainda apos 30
dias de castragdo cirargica pdde ser visto no estroma um intenso acumulo de residuos de
membrana basal a qual sofreu degradagao durante a regresséo tecidual (Fig. 4E).

Apos a administragdo de T, foi observado, a recuperagao da altura do epitelio
prostatico caracteristico € a presen¢a de numerosas vesiculas de secrecdo, e no citoplasma
das células pode ser notada a presenga de grande quantidade de RER que apresentou um
alargamento de suas cisternas (Fig.5A), o que caracteriza alta atividade de sintese proteica.
Logo apos 7 dias de tratamento com T foi notado a presenca de numerosas vilosidade na
membrana apical das células epiteliais (Fig. 5A). Ainda na parte apical do citoplasma das
celulas epiteliais pode ser notada a presenca de “blebs” (protuberancias apicais), que
continham em seu interior a numerosas cisternas do RER (Fig. 5B). No estroma, pdde ser
visto que as células musculares lisas retomaram sua morfologia caracteristica, mas durante
a reposicdo hormonal com T ainda pdde ser notado a modulag@o dessas c€lulas de um
fenotipo contratil para um fenotipo secretor, que aconteceu durante a castragdo, o que pode
ser verificado devido a presencga de razoavel quantidade de RER em seu citoplasma (Fig.

5C, D e G). Houve também, uma diminui¢do na quantidade de colageno no estroma



prostatico ap0s a reposi¢do hormonal, mas a presenca de fibroses ainda pode ser notada
Jjuntamente com os residuos de membrana basal (Fig. 5D).

A analise ultraestrutural do grupo G.Ex 02, também mostrou a intensa redugao do
epitélio prostatico apos 30 dias de tratamento antiandrogénico em comparagdo com o grupo
controle e uma pequena quantidade de vesiculas secretoras (Fig. 4G). O RER foi
encontrado em pequena quantidade nas células epiteliais, o que indica que também nesse
grupo estas celulas apresentam baixa atividade de sintese e de secrecdo (Fig. 4G). Houve
um consideravel aumento nas fibras colagénicas no estroma prostatico do grupo em
questao, onde foi localizada a presenga de fibroses (Fig. 41). Foi visto ainda que as células
musculares lisas apresentaram uma morfologia disforme, com um aspecto espinhoso (F 1g.
4]), a membrana basal apresentou-se pregueada, invaginando-se em dire¢cdo ao estroma
(Fig. 41), mas com uma intensidade menor do que visto no grupo G.Ex 01 apos 30 dias de
castragao e foi visto a presenga de residuos de membrana basal, a qual sofreu degradagao
durante a regressao prostatica (Fig. 4H).

A suspensdo do tratamento antiandrogénico promoveu a retomada da altura e da
atividade secretora do epitélio prostatico (Fig. 6A), o que pode ser notado pela presenca de
grande quantidade de RER, com suas cisternas alargadas (Fig. 6B e G), um acentuado
numero de vesiculas secretoras acompanhadas por numerosas “blebs”, que continham em
seu interior cisternas de RER, como visto em G.Ex 01 (Fig. 6C). Um menor numero de
vilosidades foi visto na regido apical das células epiteliais, em comparagdo com G.Ex 01
(Fig. 6F). Notou-se também um acumulo de goticulas de lipideos na regido basal das
células epiteliais (Fig. 6E). No estroma prostatico, ja ap6s 7 dias de suspensdo do
tratamento antiandrogénico, observou-se que as células musculares lisas retomaram sua
forma caracteristica, com uma membrana uniforme (Fig. 6D), mas apos 21 dias foi
encontrada grande quantidade de RER e presenga de granulos de lipofucina no citoplasma
dessas células (Fig. 6H), o que sugere uma modulagdo dessas células de um fenotipo
contratil para um fenétipo sintético. E também apos 21 dias de suspensdo do tratamento
antiandrogénico pode-se notar uma diminui¢do na quantidade de colageno, mas ainda
notou-se a presenga de fibrose como visto no grupo G.Ex 01 apos 21 dias de tratamento

com T (Fig. 6D), acompanhada da presenca de residuos de membrana basal (Fig. 6H).



DISCUSSAO

A prostata mostrou-se extremamente dependente dos niveis séricos de T, pois a
castracdo (tanto a cirurgica, quanto a quimica) provocou uma intensa involugdo tecidual,
acompanhada da perda da atividade secretora das células epiteliais. Ja apos a reposicao
hormonal pdde ser notada a recuperagdo da morfologia e das fungdes prostaticas.

Segundo LIAO e colaboradores (1974) a flutamida e o acetato de ciproterona sio
efetivamente equivalentes na resposta tecidual, no que tange a regressio do peso da
prostata, quando administrados em doses diarias de 1 a 50mg/kg. Em doses semanais de
Img/kg, a combinagio dos dois anti-androgenos foi menos efetiva que a castragao cirirgica
na regressao do peso do complexo prostatico. Ja a reorganizagdo do complexo prostatico
mostrou-se mais gradativa e natural em G.Ex 01, pois apos 21 dias de suspensio do
tratamento antiandrogénico o peso do complexo mostrou-se equivalente ao grupo controle,
enquanto que em G Ex 02, logo apos 14 dias de tratamento com T o peso do complexo do
grupo controle foi ultrapassado, chegando a mais que o dobro aos 21 dias.

O tratamento com antiandrogenos mostrou-se levemente mais eficaz na redugio de
T circulante, em relagdo a castragao prolongada, o que pode se relacionado ao fato de o
acetato de ciproterona bloquear a produg¢do de LH pela hipofise, o que por sua vez provoca
a diminuigdo na producdo de T pelos testiculos (NEUMAN, 1994).

Houve um aumento no nivel de LH circulante em G Ex 01 apos 30 dias de castragao
cirurgica, o que se explica pelo baixo nivel de T, provocada pela retirada dos testiculos, o
que promoveu um estimulo da hipéfise, aumentando a produ¢do do LH em uma tentativa
de estimular os testiculos a produzirem uma maior quantidade de T. Apds a administracio
exogena de T, esse hormdnio inibiu a producdo de LH pela hipofise que teve um
decréscimo em seus niveis sanguineos.

Ja em G.Ex 02, houve uma diminui¢io nos niveis de LH apos 30 dias de tratamento
antiandrogénico, pois, como ja foi dito, o acetato de ciproterona inibe a produgdo desse
horménio pela glandula hipofise. Ja apds a suspensdo do tratamento, os niveis de LH

voltam a subir, equiparando-se aos niveis normais.
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Como descrito por SUGIMURA e colaboradores (1986b), o tecido prostatico ¢é
altamente dependente dos niveis séricos de T, e tanto a castragdo quimica quanto a
castragao cirurgica promovem a redu¢io dos volumes dos compartimentos prostaticos. Isso
foi confirmado em nosso trabalho, pois ambas as castragdes promoveram a reducdo dos
volumes absolutos de todos os compartimentos prostaticos. O tratamento antiandrogénico
mostrou-se mais eficaz do que a castragdo cirirgica na reducdo do volume absoluto de
todos os compartimentos, exceto na reducio do volume absoluto do estroma muscular. J4 a
reorganizagao tecidual mostrou-se mais natural e gradativa durante a suspensdo do
tratamento antiandrogénico, pois ao fim de 21 dias de suspensio, os volumes absolutos dos
compartimentos apresentaram-se equivalentes aos volumes absolutos dos compartimentos
do grupo controle, enquanto que durante a administracdo de T no grupo G.Ex 01 os
volumes absolutos dos compartimentos epiteliais, luminais e do estroma muscular do grupo
controle ja haviam sido ultrapassados logo aos 14 dias de tratamento.

A diminuigdo na altura do epitélio prostatico se mostrou razoavelmente mais eficaz
no tratamento antiandrogénico em comparagdo com a castragdo cirurgica, pois como
descrito por (NEUMAN, 1994; NOLDUS et al, 1996) os antiandrogenos promovem o
bloqueio da a¢do de toda e qualquer T produzida pelo organismo, e o acetato de ciproterona
ainda promove diminuigio de LH pela glandula hipéfise, o que por sua vez implica em uma
diminuigao da producdo de T pelos testiculos (NEUMAN, 1994).

A presenca de inimeros brotos epiteliais demonstra a proliferagio epitelial a qual
contribuira para a formagdo dos ductos prostaticos durante o desenvolvimento prostatico e
durante a reorganizagdo do tecido epitelial (MARKER e a/, 2003; VILLAMAIOR ef al,
2005b), como aconteceu no caso da reposi¢do hormonal apos castrag¢do cirurgica e da
suspensao do tratamento antiandrogénico.

A enzima FAP, que ¢ produzida pelas células epiteliais acinares da prostata ¢
encontrada em lisossomos e vesiculas secretorias, e participa na hidrolise de fosforilcolina
no liquido seminal e também ¢ considerado um marcador de desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias masculinas. Segundo Tenniswood ez a/. (1976), a sintese
dessa enzima € dependente de androgenos. Isso explica o padrio comportamental da FAP

durante os tratamentos, onde seus niveis caem quando ha uma deficiéncia sérica de T e
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aumentam apos a reposi¢ao hormonal. Mas a reposi¢io de T apos a castragdo cirurgica
provoca uma resposta mais brusca da atividade da FAP, que se mostra alta logo apos 7 dias
de tratamento, enquanto que na suspensio do tratamento antiandrogénico o aumento da
atividade enzimatica foi gradual, atingindo um nivel comparado ao controle somente apos
21 dias. E surpreendentemente, apos a reposi¢io hormonal em ambos os grupos, a atividade
da FAP mostrou-se presente nas CML e nio detectavel no epitélio, como no grupo controle.
Isso pode estar relacionado com a atividade lisossomal destas células, durante o processo de
recuperagao a castragao. Isto pode ser detectado quando da avaliago destas células a MET,
que apresentaram grandes quantidades de inclusdes citoplasmaticas com lipofuscina e
corpos residuais.

Como descrito por Carvalho & Line (1996), pdde ser notado, em ambos os grupos,
apos 30 dias de castragdo inimeras dobras na membrana basal das células epiteliais, as
quais se projetam em diregdo ao estroma. Mas essas dobras foram mais intensas no grupo
G.Ex 01 apos 30 dias de castragéo, o que sugere que tal tratamento é mais agressivo que a
administragio de antiandrogenos.

Durante a regressdo do tecido prostatico, as metaloproteinases atuam na degradagdo
dos componentes da membrana basal (JUSTULIN et al, 2005b), mas em ambos os grupos,
apos 30 dias de castragdo ocorre a presenga de residuos da membrana basal, conforme
descrito por Justulin et al (2005a), os quais persistem apos a reposicio hormonal. A
castragdo cirurgica, mostrou-se mais agressiva nesse ponto, pois quando os dois grupos sao
comparados o G.Ex 01 apos 30 dias de castragdo mostra uma reorganizagio tecidual mais
forcada, o que ¢ evidenciado pela maior intensidade das dobras da membrana basal. um
maior acumulo de fibrilas de colageno e residuos de membrana basal.

Vilamaior ez al. (2005a) demonstraram que as células musculares lisas do estroma
da prostata ventral de rato sofrem uma modulagdo de um fenétipo contratil para um
fenotipo sintético apos castragéo cirurgica o que ainda pdde se visto durante a reposigao de

T nos dois grupos experimentais.
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Os dados observados demonstram uma capacidade de involugdo e regressio do
tecido prostatico, mediante a diminuicdo da disponibilidade de T causada pela castracdo
cirurgica ou quimica, bem como sua capacidade de reorganiza¢ao apos reposi¢ao hormonal.
Praticamente todas as fungdes prostaticas sio retomadas apos a reposi¢do hormonal: a
atividade secretora, a altura do epitélio secretor, a quantidade de organelas secretoras. Mas
no estroma prostatico algumas alteragdes decorrentes da supressdo do T persistem apos a
reposi¢ao hormonal: em G.Ex 02 a quantidade de colageno diminui mas ainda pode ser
notada a presenga de focos de fibrose apos 21 dias de suspensao do tratamento
antiandrogénico e houve uma modulagio do fenotipo contratil das células musculares lisas

para um fenotipo secretor.
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Fig. 01: Cortes de prostata ventral corados em HE. A e B) Controle. Lumen (L), epitélio (epi) e célula
muscular lisa (cml). C) Orquiectomia 30 dias. Lumen (L), epitélio (epi), célula muscular lisa (cml),
membrana basal pregueada (cabega de seta), célula muscular lisa estrelada (seta). D) Castragdo quimica
30 dias. Lumen (L), epitélio (epi), célula muscular lisa (cml), membrana basal pregueada (cabeca de
seta), célula muscular lisa estrelada (seta). E) Sete dias T. Lumen (L), epitélio (epi), célula muscular
lisa (cml), vaso sanguineo (vs). F) Sete dias T. Broto epitelial (asterisco). G) 14 dias T. Lumen (L),
epitélio (epi), célula muscular lisa (cml). H) 21 dias T. Lumen (L), epitélio (epi), célula muscular lisa
(cml). I) Sete dias suspensdo do tratamento antiandrogénico. Epitélio (epi), célula muscular lisa (cml).
J) Sete dias suspensdo do tratamento antiandrogénico. Broto epitelial (asterisco). K) 14 dias suspensdo
do tratamento antiandrogénico. Epitélio (epi), célula muscular lisa (cml). L) 21 dias suspensdo do

tratamento antiandrogénico. Lumen (L), epitélio (epi), célula muscular lisa (cml).
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Fig. 02: Cortes de prostata ventral corados pela Reticulina de Gomori. A e B) Controle. Lumen (L),
epitélio (epi), fibra reticular (seta). C) Orquiectomia 30 dias. Limen (L), epitélio (epi), colageno (Co).
fibra reticular (seta). D) Castragdo quimica 30 dias. Lumen (L), epitélio (epi), colageno (Co), fibra
reticular (seta). E) Sete dias T. Lumen (L), epitélio (epi), colageno (Co), fibra reticular (seta). F) 14
dias T. Lumen (L), epitélio (epi), fibra reticular (seta). G) 21 dias T. Lumen (L), epitélio (epi), fibra
reticular (seta). H) Sete dias suspensdo do tratamento antiandrogénico. Lumen (L), epitélio (epi),
colageno (Co), fibra reticular (seta), broto epitelial (asterisco). I) 14 dias suspensdo do tratamento
antiandrogénico. Limen (L), epitélio (epi), fibra reticular (seta). J) 21 dias suspensdo do tratamento

antiandrogénico. Lumen (L), epitélio (epi), fibra reticular (seta).
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Fig. 03: Reacdo para enzima fosfatase acida em cortes de prostata ventral. A e B) Animais controle.
Lumen (L), estroma (Es), epitélio (epi), marcagao positiva (asterisco). C) Orquiectomia 30 dias. Liumen
(L), epitelio (epi), estroma (Es) e marcagao fraca (asterisco). D) Castragdo quimica 30 dias. Liamen (L),
epitelio (epi), estroma (Es) e marcagdo fraca (asterisco). E) Sete dias T. Lumen (L), estroma (Es),
epitelio (epi) e marcagdo positiva (asterisco). F) 21 dias T. Lumen (L), estroma (Es) e marcagdo
positiva (asterisco). G) Controle da reagdo. Epitélio (epi). H) Sete dias suspensio do tratamento
antiandrogénico. Limen (L), estroma (Es), epitélio (epi) e marcagdo média (asterisco). I) 21 dias
suspensdo do tratamento antiandrogénico. Lumen (L), epitélio (epi), estroma (Es) e marcacdo positiva

(asterisco). J) Controle da reagdo. Epitélio (epi).
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Fig. 04: Micrografias eletronicas de prostata ventral. A-C) Controle. Lumen (L), epitélio (epi), nucleo
(N), colageno (Co), reticulo endoplasmatico (asterisco), célula muscular lisa (cml) e membrana basal
(seta). D-F) Orquiectomia 30 dias. Epitélio (epi), colageno (Co), célula basal (Cb), célula muscular lisa
(cml), membrana basal (seta) e colageno (asterisco). G-J) Castragdo quimica 30 dias. Epitélio (epi),
colageno (Co), célula muscular lisa (cml), membrana basal (seta) e residuo de degradagio da

membrana basal (asterisco).
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Fig. 5: Micrografias eletronicas de prostata ventral. A-D) 07 dias de T. Lumen (L), epitélio (epi),
reticulo endoplasmatico rugoso (RER e seta), célula muscular lisa (cml), nucleo (N), membrana basal
(mb), colageno (Co), residuo de membrana basal (asterisco. E-H) 21 dias de T. Lumen (L), epitélio
(epi), reticulo endoplasmatico rugoso (RER e seta), célula muscular lisa (cml), nucleo (N), membrana
basal (mb), colageno (Co), residuo de membrana basal (asterisco), complexo de golgi (G) e vesiculas

de secrecgao (V).
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Fig. 6: Micrografias eletronicas de prostata ventral. A-D) 07 dias de suspensdo do tratamento
antiandrogénico. Epitélio (ep1), nucleo (N), membrana basal (mb), célula muscular lisa (cml), reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), colageno (Co) e vesiculas de secregdo (V). E-H) 21 dias de suspensao
do tratamento antiandrogénico. Epitélio (epi), nicleo (N), membrana basal (mb), célula muscular lisa
(cml), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), colageno (Co), membrana apical (seta), residuo de

membrana basal (asterisco) e granulo de lipofucina (cabega de seta).

Lhn
L



56



Tabela 01: Valores relativos as analises estereologicas, morfométricas e sorologicas (MEAN +SD) referentes a0s grupos
controle, G.Ex. 01 (castragdo cinirgica seguida de administragdo de T) e G.Ex. 02 (castragdo quimica seguida de suspensio
do tratamento). CONT: controle; LH: Horménio Luteinizante; TESTO: Testosterona; a, b, c, d, e: superindices distintos
indicam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos.

ESTEREOLOGIA
Vol. Abs. Do
sipartimento (6) CONT 30d C 7d 14d 21d
GEx 0] VA 2024044" 1214£261° 21324602°  24,17486°
EPITELIO 10,69 +3,38° % 18,89 113,5 19943 254.16
(100%) G.Ex 02 VA 2,082056° 8,9 +1,9° 1243 +2.9° 12,42 +3°
o % 19,45 8325 115,06 116,18
G.Ex 01 VA 283 076"  1357+3,82°  30,73%9897 36,18 +10.5°
LUMEM 19,87 +4,18° % 14,24 68,29 154,65 182,08
(100%) GExr o2 VA 123076° 928 +2 7° 16,12 +£52° 19,17 £5.1°
: % 6,03 46,7 81,12 96,47
GEx 01 VA 2183059 6,8 +1,6° 15,544 7° 21,431,067
ESTROMA 7,0842.17 e % 30,79 96,04 21892 302,68
MUSCULAR (100%) GEx 02 YA 2123072° 568+18 11,65 +322° 9,62 42 4°
A % 29.94 80,22 164,54 135,87
] GEy.01 VA 227 +0352°  384+34° 14,46 £10,1* 17,61 28 4°
ESTROMA NAO 12,86 +4,69° e % 17.65 29,86 112,44 136,93
MUSCULAR (100%) GEx 02 VA 487 23" 488+081° 9.8 +3.7° 10,3 +4 43°
e % 37,86 37,94 76,2 80,09
MORFOMETRIA
Alt. Da camada (pum) - e
» G.Ex 01 8784179 1543349° 2215435 32,01 731
EPITELIO R0l e n 7,962142° __9372241° 11074359  14.45 £5.65°
. G.Ex 01 8,74 +468°  10,163,78°  1536+538° 10,75 £4,267
MUSCHLAR RN e 88822207 104523.55°  13.04 4544  17.1743.71°
SOROLOGIA
Dosagem Hormonal
LH (UL) 041008 G.Ex. 01 1324037 0,55 40,34 0,2 0,07 0,13 +0,09
FTe G.Ex. 02 024024  04540,13 0,61 4022 0,51 202
G.Ex. 01 086409  21,52+447  3797+11,09 23,15+7.12
TESTO/(Ne/ML) 1823038 —Ei 0823011 3184202 193045 1774089
PESOS DOS
COMPLEXOS(g)
G.Ex. 01 0,51 +0,28 007004 0354004 0,82 0,07 1,03 +0,18
G.Ex (2 0,51 +0,28 0,08 +0,03 0,29 40,1 0,50 £0,29 0,52 0,12
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CONCLUSOES GERAIS

A analise dos resultados obtidos nos permite concluir que:

I- O tratamento antiandrogénico mostrou-se mais eficaz na diminui¢do da altura do
epitelio, na quantidade de T sérica e no volume absoluto do limem e do estroma muscular

da prostata.

2- O tecido prostatico possui uma intima dependéncia dos niveis séricos de androgenos, em
especial de T e, além disso, os dois tratamentos aqui empregados tém efeitos distintos sobre
os niveis séricos de T e LH. A pratica da castragdo quimica e/ou cirurgica leva a uma
involugdo frente a diminuigao brusca dos niveis androgénicos, bem como uma capacidade

de reorganizagdo tecidual apos a reposi¢do hormonal.

3- Os efeitos decorrentes da castragdo cirurgica seguida de reposigio por T se mostraram
mais intensos ao tecido prostatico, quando comparados & castragdo quimica seguida da

suspensao do tratamento antiandrogénico.

4- Diante supressdo hormonal as células musculares lisas podem sofrer modificacdes
estruturais, como que buscando uma adaptag@o as novas caracteristicas do tecido prostatico
regredido, tais como o aumento da maquinaria de sintese protéica e pregueamento da
membrana plasmatica. Alem disso, apos a reposigdo hormonal essas células retomam suas

caracteristicas estruturais de origem.

5- A atividade da enzima fosfatase acida mostrou-se altamente modulavel pelos niveis
séricos de T, uma vez que apos os dois tipos de castragao houve uma diminui¢io da
atividade dessa enzima no tecido prostatico e além disso, apos a reposi¢do hormonal a
atividade fosfatasica mostrou-se detectavel somente nas células musculares lisas, ndo sendo

conspicua nas células epiteliais.
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