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A prostata € a glindula de maior expressividade funcional no aparelho

reprodutor dos mamiferos, sendo responsavel pela producdo do liquido seminal. O seu
desenvolvimento, manutencio e histofisiologia dependem da acfio direta de horménios
sexuais androgénicos produzidos principalmente pelos testiculos. No homem e em alguns

ammais de laboratorio, este 0rgdo € acometido por varias patologias, devido a baixa na

produtividade hormonal ao longo do envelhecimento. A utilizagio da terapia anti-
androgénica tm sido muito indicada no tratamento de lesdes prostaticas. Uma das
principais drogas utilizadas ¢ o anti-androgénico nfo esteroidal flutamida, que ¢
biologicamente ativo no bloqueio da agfo dos andrégenos nos tecidos alvos, baseado no
potencial de competi¢do pelos sitios de receptores androgénicos. Porém, os aspectos que
envolvem a relagdo estroma-epitélio ndo estdo completamente esclarecidos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da administracdo do farmaco anti-androgénico flutamida
sobre o lobo lateral da préstata de cobaias machos ao longo do desenvolvimento pos-natal,
analisando 0s aspectos estruturais, morfométrico-estereologicos, citoquimicos e ultra-
estruturais dos compartimentos estromais e epiteliais do érgdo. Foram utilizados 30 cobaias
machos divididos em 3 grupos de 10 animais cada de acordo com a fase do
desenvolvimento pos-natal (fase puberal, pos-puberal e adulta). Dentro de cada grupo
elegeu-se aleatoriamente 5 animais para o grupo controle e 5 animais para o grupo tratado,
que receberam injecdo subcutinea diaria de flutamida na dose de 10mg/Kg/dia/animal
durante 10 dias. Apos o tratamento, as prostatas foram removidas, fixadas e incluidas para a
microscopia de luz e eletrénica de transmissio. Foram feitos testes histoquimicos para
fibras colagenas (Tricromico de Masson e Picrossirius-Hematoxiling), fibras do sistema
elastico (Fucsina Resorcina de Weigert) e fibras reticulares (Reticulina de Gomori), além
das coloragBes usuais pela Hematoxilina-Eosina para caracterizagio geral e analise
morfométrica-estereologica dos componentes prostaticos e Azul de Toluidina vpara

caracterizagdo dos fendtipos nucleares na prostata. Os resultados obtidos permitiram



concluir que o anti-androgénico flutamida provocou alteragdes na arquitetura glandular
prostatica nas idades em estudo. As anélises histoquimicas e morfométrica-estereoldgicas
revelaram que as unidades acinares dos lobos laterais prostaticos dos animais tratados da
fase pubere apresentaram células epiteliais com fenotipos cibicos seguido de um aumento
do didmetro dos 4cinos, promovendo um estreitamento do conjuntivo e da musculatura lisa
ao redor dos &cinos, bem como um espessamento ¢ arranjo concéntrico das fibras
reticulares entre 2 musculatura. No lobo lateral da prostata dos animais da fase pos-piibere,
notou-se uma diminui¢do do difmetro acinar e um pequeno aumento do estroma muscular.

Enquanto que, nos animais adultos observou-se uma diminuigio do didmetro acinar

causando dobras no epitélio glandular, ocasionando um pequeno aumento na espessura da
musculatura lisa ¢ diminui¢iio na espessura com distribuigfo irregular das fibras reticulares.
As fibras colagenas apresentaram-se de certa forma mais finas e de distribuicio e
concentragdo irregulares nas trés idades, tendo uma maior concentracdo na base epitelial.
Em relagio ao sistema elastico, observou-se um aumento das fibras pré-elasticas apos o
tratamento. As células epiteliais acinares analisadas ultra-estruturalmente apresentaram
endomembranas alargadas, principalmente no reticulo endoplasmatico rugoso € no
complexo de Golgi, e uma dréstica diminuigdo das microvilosidades. Estes dados sugerem
que a flutamida pode alterar sobremaneira as interagdes morfologicas e estruturais dos
compeonentes fibrilares e celulares prostaticos ao longo das diferentes fases do

desenvolvimento pds-natal.
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The prostate gland is an organ with the largest functional expressivity in the
mammals reproductive system and is responsible for the most seminal fluid production. Its
development, maintenance and histofisiology depend on the direct action of androgens,
which are produced mainly by the testicles. In the man and some mammals, this organ is a

target to several pathologies due a decreasing hormonal productivity with the aging. The

use of antiandrogenic therapy in the treatment of prostatic lesions has been very suité‘iﬁle.
One of the most used drug is the nonsteroidal antiandrogen flutamide, that is active
biologically by blocking the action of the androgens in the target tissue, based on the
potential competition for the sites of the androgens receptors. However, the aspects that
involve the epithelium-stroma interactions are not completely understood. The aim of this
work was to evaluate the administration effect of the antiandrogen flutamide in the male
Guinea pig prostate during development, analyzing structural, stereologic-morphometrical,
cytochemical and ultrastructural aspects of stromal and epithelium organ compartments.
Sixty male guinea pigs were divided in 3 groups of 20 animals, where each group
corresponded to the phase of post-natal development (pubertal, post-pubertal and adult
phase). Ten animals were chosen aleatorilly as control group and 10 animals as treated
group that received for 10 days daily subcutaneous injection of 10mg/Kg flutamide. After
the treatment, the lateral prostate were removed, fixed and embedded for light and
transmission electron microscopy. Histochemical tests were carried out for collagens fibers
{Masson's Trichrome and Picrossirius-Haematoxylin), elastic system fibers (Weigert's
Resorcin Fucsin) and reticular fibers (Gomori's Reticulin), as well as the usual staining
methods Haematoxylin-eosin for general characterization and stereologic-morphometrical
analysis of the prostatic component and Toluidin Blue staining for characterization of the
nuclear phenotypes in the prostate. The results revealed that the antiandrogen flutamide
caused some alterations in the prostatic glandular architecture in all ages in study.

Histochemical and stereologic-morphometrical analysis showed an increased of the acini
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diameter in the pubertal treated animals, promoting a straightness of the connective tissue
and smooth muscle cells layer around the acini. The epithelial cells of these acini exhibited
cubic phenotype. In addition, was observed rearrangement in the thickness and disposition
of reticulin fibers among smooth muscle layer. In the postpuberal phase the alterations were
slight, showing a decrease of the acini diameter and increase of the smooth muscle cells
around the acini. In the adult animals, was observed a decrease of the acini diameter
causing folds in the acinar epithelium. This fact caused an increase in the thick of smooth
muscle layer and decrease in the thick of reticular fibers besides irregular distribution. The

collagen fibers presented an irregular distribution and concentration in all ages tested,

exhibiting a higher concentrati(.}.n' in the epithelium basement. The elastic system fibers
became dense after the treatment. The ultrastructural evaluation of the acinar secretory cells
demonstrated an enlargement of the endomembranes, mainly in the rough endoplasmic
reticulum and Golgi apparatus. Furthermore, a drastic decrease of the microvilli was
observed in all treated group. These results are consistent with the conclusion that flutamide
exerts antiandrogenic effects on the prostatic architecture, promoting alterations mainly in

the stroma/epithelium morphologic and modifying structural interactions in all ages tested.
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Aspectos gerais da morfologia prostitica

Dentre as glandulas sexuais acessérias do aparelho reprodutor masculino, tais
como, a vesicula seminal e glandula coaguladora, a prostata destaca-se como a glindula
mais volumosa e de maior expressividade funcional (NETTER, 1965). Esta glandula pode

ser encontrada em todos os mamiferos, inclusive nos monotremos (PRICE, 1963),

pernntmdo ‘além dos estudos de natureza anétomo*patolégica, estudos de natureza
evolutiva.

A principal fungdo da glandula prostatica é secretar um liquido fino de aspecto
leitoso que aumenta o volume seminal. Esta secreciio apresenta propriedades importantes
para que o processo de fertilizagdo tenha éxito colaborando assim, com a neutralizagiio do
meio e contribuindo sobremaneira para o aumento da motilidade e fertilidade dos
espermatozdides (GUYTON, 1984).

A anatomia comparada de alguns mamiferos permitiu a descricido macro e
microscopica deste orgéo, ja na década de 60, em animais como rato, coelho, camundongo,
macaco e cdo (PRICE, 1963). Mais recentemente, por interesse médico-veterinirio e
econdmico, esta caracterizagdo estendeu-se a animais de maior porte, como o bufalo, do
qual foram estudadas a histologia, a ultra-estrutura e a histoquimica da préstata (ABOU-
ELMAGD & WROBEL, 1989).

Outros animais menos comuns nos laboratérios prestaram-se como modelos
para a descri¢io anatdmica e histologica da prostata, como por exemplo, o furdo (JACOB
& PODDAR, 1986) e o roedor Praomys (Mastomys) natalensis (GROSS & DIDIO, 1987).

Em roedores, a glindula prostatica apresenta-se como uma estrutura complexa
composta de trés lobos distintos, designados pela localiza¢io que cada um deles ocupa em
relagdo a uretra. Assim, s3o identificados o lobo ventral, no istmo da bexiga, e os lobos
dorsal e lateral que circundam, dorsolateralmente, a uretra, a base da bexiga, a vesicula
seminal e as glandulas coaguladoras (PRICE, 1963; JESIK ef al, 1982; SUGIMURA et
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al., 1986). Assim como nas zonas da prostata humana, estes lobos diferem no que diz
respeito a sua topografia, ao seu tamanho, 3 sua composi¢do celular e sua organizagio
estrutural, as suas secrecOes e aos respectivos processos secretorios (JESIK ef al., 1982;
AUMULLER & SEITZ, 1990, COLOMBEL & BUTTYAN, 1995).

Segundo SLAYTER e colaboradores (1994), no que se refere a homologia das
por¢des da prostata humana com os lobos prostaticos de ratos, o lobo ventral da prostata de
ratos corresponde a zona transicional da prostata humana e o lobo dorsal corresponde a
zona posterior, esta Ultima formada pela fusdo dos lobos laterais.

Na prostata ventral de ratos, as células cilindricas altas apresentam um reticulo

endoplaémético rugoso extremamente desenvolvido com membranas paralelas limitando
cisternas estreitas. O complexo de Golgl é bastante proemunente e localiza-se entre o
nucleo, de localizagiio basal, e a borda luminal, em uma é&rea que aparece pouco corada
pelo método do Azul de Toluidina. O envoltério nuclear apresenta pregueagdes, algumas
. vezes formando sulcos profundos (BRANDES, 1966; DAHL ef al., 1973).

As células epiteliais dos ductos apresentam caracteristicas ultra-estruturais
diferenciadas das células epiteliais acinares, cujo aparato secretor € bem desenvolvido,
sugerindo que as células do ducto n3o sfo ativas na secregdo como sd3o as acinares
(ICHIHARA et al, 1978).

Histologicamente, a prostata dos mamiferos em geral, constitui-se de glandulas
tabulo-alveolares. O epitélio secretor que reveste os alvéolos assenta-se numa membrana
basal que repousa sobre um estroma de natureza conjuntiva, contendo células musculares
lisas que circundam os alvéolos e ductos, fibroblastos, macrofagos fixos e células
endoteliais dos vasos, cada qual com seu importante e especifico papel na viabilidade e
fungdo secretora do tecido como um todo (CUNHA ef al., 1985 ¢ 1996).

Neste estroma podem ser encontradas terminagdes nervosas de varios tipos,
freqilentemente entre as células musculares lisas (ICHIHARA ef af, 1978, FRANKS, 1967
apud PRINS et al., 1991) e associadas ao epitélio (PRICE, 1963). O termo estroma ¢ usado
para designar, no adulto, o tecido conjuntivo frouxo associado ao epitélio, correspondendo

ao componente “ndo epitelial” de um 6rgio (CUNHA ef al., 1985 e 1996).
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As celulas musculares lisas associam-se intimamente formando um arranjo
espiral em varias camadas que envolvem os ductos da glindula em toda sua extensdo
(ICHIHARA et af, 1978).

Dentre os estudos da glandula prostatica da cobaia, podem ser citados os
trabalhos de Wong & Tse, 1981, que realizaram um estudo histoldgico e ultra-estrutural do
complexo prostatico e, Sugimura er al, 1986, que através de um processo de
microdissecgdo e digestdo enzimatica estudaram a morfogénese e o desenvolvimento dos
ductos do complexo prostatico nesta espécie.

Estes estudos preliminares da morfogénese ductal do complexo prostatico de

cobaia utilizando a técnica de microdissecgdo revelaram que a morfogénese de ramificagio
do complexo prostatico ¢ completada no nascimento, com nenhum aumento significativo
no numero de ramificagBes e de extremidades ductais. O primeiro crescimento dos brotos
prostaticos comega com 35 dias de gestagZo e o processo de desenvolvimento prostatico e
ramificagbes continua no decorrer dos proximos 15-20 dias (SUGIMURA et al., 1986).

J4 o crescimento pos-natal é acompanhado principalmente por elongacdo da
rede ductal existente com poucas ramifica¢des adicionais, mas com um aumento no
tamanho (volume) dos tibulos. A canalizagdo dos tibulos ductais ocorre pré-natalmente
em todos os lobos, mas a citodiferenciagio funcional pos-natal faz uma ligeira diferenca no
ritmo de crescimento entre os lobos (SUGIMURA ef al., 1986).

Em cobalas (Cavia porcellus) o complexo prostatico diferencia
consideravelmente dos outros roedores. A prostata esta dividida em dois lobos: o lateral e o
dorsal, e a glindula coaguladora esta posicionada ventralmente a bexiga, ao contrario do
que ocorre em camundongos e ratos. A prostata ventral no estd presente nesta espécie,
acredita-se que ao longo da ontogenia deste Orgdo, algumas fusBes ocorreram para a
obtengdio final da prostata adulta. A arquitetura glandular do lobo lateral de cobaias ¢
homéloga ao lobo ventral de camundongo e ratos e o lobo dorsal é homdlogo ao
dorsolateral (ZHAQ, et al., 1992).

Devido a grande importincia da prostata para o funcionamento do aparelho
reprodutor dos mamiferos machos, muitos trabathos sobre efeitos experimentais vém sendo

desenvolvidos, dentre os quais destacam-se os ensaios envolvendo respostas a drogas anti-
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androgénicas esteroidais (acetato de ciproterona e acetato de megestrol) e nfio esteroidais
(flutamida, bicalutamida e nilutamida) em roedores ¢ humanos (McLEQOD et al., 1993 e
1996) ambas associadas 4 castragfo cirtrgica, como um modelo de bloqueio androgénico

total no tratamento do cincer de prostata (REID, ef al., 1999).
Desenvolvimento e fisiologia da prostata

Em mamiferos a prostata origina-se a partir do epitélio do sino urogenital,
servindo como glandula sexual e como glindula uretral (CUNHA, 1976).

Paraque ocorra amorfogénese das ‘e.stfuturéémaﬁﬂbissexuais,m assim éﬁéiﬁadas
devido ao fendtipo que exibem no inicio do desenvolvimento embrioldgico, sdo
necessarios horménios masculinos produzidos pelos testiculos do feto (PRICE & ORTIZ,
1965 apud CUNHA, 1976, CUNHA ef al., 1996).

Em mamiferos estes hormdnios, no final do periodo fetal e inicio do periodo
pés-natal, parecem agir de forma indireta na morfogénese epitelial, aparentemente através
de uma agio via mesénquima, uma vez que 0s brotos prostaticos e o sino urogenital nio
apresentam receptores para andrdégenos em niveis detectéveis, enquanto o mesénquima do
sino urogenital e da prostata em formacgiio apresentam grandes quantidades destes
receptores (DOUNJACOUR & CUNHA, 1988, COOKE ef al., 1991; THOMSON ef al,,
1997).

Durante a vida fetal, existe um periodo em que a dependéncia de androgenos é
absoluta, sendo que sua remog¢io neste periodo suprime a formagio da prostata (WELLS,
1954). Entretanto, o inicio do desenvolvimento pés-natal da prostata parece ndo ser
estritamente dependente de horménios, ou ¢ minimamente dependente de horménios; o seu
crescimento e a ramificagdio dos sistemas de ductos prosseguem nos primeiros 15 dias,
mesmo apoés a castragio neonatal (WELLS 1954, DOUNJACOUR & CUNHA, 1988).
Setenta por cento dos pontos de ramificagdo do érgdo adulto formam-se antes dos 15 dias
de idade, quando os niveis de androgenos sio ainda muito baixos (SUGIMURA ef al.,

1986).
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Um comportamento semelhante, frente a privagio de horménios, também foi
observado em marsupiais na fase de desenvolvimento fetal intra-marsipio tratados com
flutamida, um anti-andréogeno n@o esteroidal, que inibe, porém ndo suprime
completamente, o desenvolvimento da prostata (LUCAS ef al., 1997).

O estagio adulto é um periodo em que o andrégeno mantém a morfologia e a
fungdo no tecido prostatico, havendo uma taxa de proliferacio extremamente baixa, que se
equilibra com a morte celular (CUNHA er al., 1996).

O crescimento normal, a diferenciagio e a manutengic da integridade

funcional (secretora) e estrutural da prostata e dos demais o6rgos acessorios do sistema

reprodutor masculino sio dependentes de niveis constantes de androgenos circulantes
produzidos pelos testiculos e pelas adrenais e ocorrem através de interagOes reciprocas
entre o estroma e epitélio (PRICE 1963, PRICE & ORTIZ 1965 agpud CUNHA 1976,
DOUNJACOUR & CUNHA 1988, AUMULLER & SEITZ 1990, COOKE ef al. 1991,
CUNHA et al. 1996, ROSAIL 1996, HAYWARD et af. 1997, THOMSON et ai., 1997).

Os androgenos desempenham um importante papel durante a diferenciacdo e o
desenvolvimento da prdstata normal, mas também s3o responsdveis pela iniciagdo e
manutencdo da hiperplasia benigna e do cancer prostatico (MEIKLE, 1995).

Desses androgenos, 95% correspondem & testosterona sintetizada pelas células
de Leydig dos testiculos sob estimulagio do horménio luteinizante (LH) da hipofise, que
por sua vez, ¢ regulado pelo horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) do hipotalamo.
Os outros 5% de androgenos sdio sintetizados nas adrenais sob a acfio do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) da hipofise e liderados principalmente na forma de
androestenediona, que ¢ perifericamente convertida nos tecidos prostaticos em testosterona
(TAPLIN & HO, 2001).

A prolactina e 0 hormonio de crescimento (GH) também estimulam a produgéo
de androgenos, tanto nos testiculos como nas adrenais, tendo a primeira um efeito
mitogénico direto adicional sobre as células epiteliais da préstata (Figura 1)
(GALBRAITH & DUCHESNE, 1997).

17



GH PROLACTINA

TESTICULO

DHEA/DHEAS)

(5%) Androstenediena{
<

>
TESTOSTERONA (95%}

PROSTATA

Figura 1: Hormdnios envolvidos na regulagdo da gléndula prostatica. GnRH: Hormonio Liberador
de Gonadotrofina; GH: Horménio de Crescimento; CRH: Hormodnio Liberador de Corticotrofina;
DHEA/DHEAS: Deidroepiandrosterona; FSH: Horménio Foliculo-Estimulante; LH: Hormémio

Luteinizante; ACTH: Horménio Adrenocorticotrofico.
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A testosterona na corrente sangiiinea liga-se & globulina e é transportada para a
gléndula prostatica e demais tecidos do aparelho reprodutor masculino e estruturas axenas.
Este androgeno difunde-se através das membranas das células epiteliais e estromais
prostaticas, onde entdo ¢ convertida pela agio da enzima 5-o redutase ao metabdlio ativo, a
diidrotestosterona (DHT), que se une ao seu complexo receptor-androgénico e ¢é
transportado para nucleo da célula. No nicleo o complexo DHT-receptor liga-se & regifio
promotora do DNA, onde favorece a sintese de DNA e RNA, estimulando a fungio e a
proliferac@o das celulas prostaticas (BURTON & TRACHTENBERG, 1986).

O sistema de interagdo hormonal entre as células epiteliais ¢ estromais durante

o desenvolvimento, crescimento, fungio e patologias da glandula prostatica, é a mais nova
area da pesquisa biomédica (BALK, 2002).

A necessidade de se estudar as respostas deste 6rgdo aos hormonios, sob varias
condigbes e o efeito do bloqueio destes, deve-se ao fato de ser a glandula prostatica, em
humanos, o sitio de um grande mimero de doencas relacionadas 4 idade, sendo que as de
maior importdncia médica sdo o cincer prostatico e a hiperplasia nodular, esta ultima
conhecida também como HPB (Hiperplasia prostatica benigna) (RAUCH et al, 1997,
TAPLIN & HO, 2001).

Os hormonios, entre outros fatores, exercem papel na etiologia destas lesGes.
Além disso, estas lesdes, malignas ou ndo, podem ser tratadas por estratégias de bloqueios
androgénicos (PRICE, 1963; COLOMBEL ¢ BUTTYAN, 1995; DROLLER, 1997,
RAUCH et al., 1997).

As doengas benignas da prostata humana sfio de etiologia bastante complexa e
compreendemn modificagSes histopatoldgicas como a hiperplasia glandular e estromal,
atrofia glandular, fibrose e processos inflamatérios (prostatites). Devido 3 complexidade da
HPB, estudos visando esclarecer os processos etioldgicos e patogénicos sdo de suma
importéncia (SCARANO & TABOGA, 2002).

A maior dificuldade em realizar tais estudos estd no numero limitado de
modelos animais que mostram alteragdes histopatologicas semelhantes as humanas.
Rotineiramente, o cdo ¢ relatado como um dos poucos animais ndo-primatas que

desenvolvem espontaneamente hiperplasia prostatica com o avangar da idade cronologica.
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(MOORE et al, 1979). No entanto, HORSFALL er al, 1994 através de estudos
correlacionando as alteragSes prostaticas a idade, em cobaias Cavia porcellus ¢ o homem,
propuseram ser este animal um bom modelo para os estudos relacionados com o
desenvolvimento prostatico, principalmente do estroma, com relagio a alteracdes de cunho

histopatologico.

Acido Anti-androgénica da Flutamida

castragio cirurgica, administragdo de estrégeno ou inibigio da sintese e liberagio de LH
(Horménio Luteinizante) e FSH (Horménio Foliculo-Estimulante) por bloqueio na
liberagio de gonadotrofina. O bloqueio androgénico tem sido o principal método utilizado
no tratamento de doengas de metastase, desde 1940 (GALBRAITH & DUCHESNE, 1997)
esse bloqueio ¢ realizado principalmente via cirirgica.

A orquiectomia € uma cirurgia com poucas complicagdes e leva a uma queda
rapida (24h) dos niveis de testosterona (T) circulantes, o que faz com que seja atrativa em
pacientes debilitados, com sintomas compressivos e risco de paralisia iminente por doenca
metastatica (LABRIE et al. 1989, SROUGI, 1992).

Mas apés uma orquiectomia, os niveis intracelulares de T diminuem 90%,
enquanto os niveis intracelulares de DHT diminuem somente 75% obtendo uma resposta
biologica na sintese de andrégeno, com o conseqiiente crescimento do epitélio prostatico.
Além disso, 0s aspectos psicoldgicos relacionados & castragiio, no entanto, fazem com que
a procura por outros métodos de tratamento continue (DONJACOUR & CUNHA, 1988,
NARAYAN, et al., 1996, SROUGI, 1992).

Existem evidéncias de que pequenas quantidades de andrégenos podem
estimular o crescimento da prostata. Também tem sido determinado que a produciio de
androgenos adrenais contribui com aproximadamente 25% dos niveis de DHT presentes na
prostata. Ainda mais, o bloqueio da sintese dos androgenos adrenais pode levar a algumas

respostas em pacientes com recorréncias apés uma orquiectomia. Isso justifica o emprego
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de agentes anti-androgénicos no tratamento do céncer de prostata (SOGANI, ef al., 1984,
SROUGI, 1992, BALK, 2002.).

A utilizagdo de agentes anti-androgénicos € chamada de castragdo fisiologica ou
quimica, ¢ a aclio combinada de drogas anti-androgénicas esteroidais e nfo esteroidais
parece ser mais eficiente que a castragdo cirurgica (orquiectomia), pois mesmo apos a
deplegio hormonal pela orquiectomia a glandula adrepal produz ainda cerca de 5% de
horménios  androgénicos (NEUMANN & TOPERT, 1986, BURTON &
TRACHTENBERG, 1986).

Os anti-androgénicos inibem os androgénicos de expressarem suas atividade nos

tecidos alvos baseado no potencial de competicio pelos sitios dos receptores de

andrégenos. Eles diminuem a sintese e/ou a liberagiio de horménios hipotaldmicos e seus
fatores de liberacio e de hormémios da hipOfise anterior (gonadotrofinas) que atuam
diretamente sobre as gdnadas, inibindo assim a biosintese ou a secrecdo de androgenos
(NEUMANN & TOPERT, 1986, McLEOD & KOLVENBAG ef al, 1996). Assim, a
castragao quimica parece bloquear mais eficientemente toda a demanda androgénica do
organismo, ¢ um dos principais agentes utilizados € a flutamuda (SUFRIN & COFFEY,
1975, GORDON et al., 1984, NARAYAN ef al., 1996).

A flutamida € um agente anti-androgénico nfo esteroidal (Figura 2) que possui a
capacidade de bloquear a agfio androgénica nos tecidos alvos (MARCHETTI & LABRIE,
1988, KASSIM ef al,, 1997, LUCAS ef al.,, 1997) sendo biologicamente ativo no bloqueio
da acio do metabdlito testotestona-diidrotestosterona, sobre os receptores androgénicos nos
tecidos prostaticos (SUFRIN & COFFEY, 1975, GORDON, et al., 1984).

Este anti-androgénico atua principalmente em nivel citoplasmatico por inibigdo
competitiva de ligacdo da DHT para seu receptor, interferéncia com ligaciio aceptor-
receptor-DHT, bem como possivel bloqueio de translocagio do complexo receptor-DHT
para interior do nicleo inibindo assim, a sintese de DNA prostatico estimulada pela

testosterona (BURTON & TRACHTENBERG, 1986).
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Figura 2: Estrutura Quimica da Flutamida: 3a,-trifluoro-2-methyll-4’-nitro-m-
propionotoluidide (SUFRIN & COFFEY, 1975).

A Flutamida ¢ rapidamente metabolizada por hidroxilagiio de sua cadeia lateral
para o metabolito chamado de SCH16423 (3u-trifluoro-g-metil-4’-nitro-m-lactotoluidide).
A distribuig8io da flutamida nos tecidos foi examinada em ratos machos dando uma dose de
"“C-flutamida a 5 mg/kg. Enquanto a concentragio da flutamida foi geralmente baixa em
todos os tecidos examinados, ¢ seu metabdlito foi encontrado em concentractes altas de 70
vezes o conteudo de flutamida, apds 6 horas da dosagem. O metabdlito foi relativamente
concentrado no lobo ventral prostitico ¢ na vesicula seminal de ratos, previamente
demonstrando serem os orgdos alvos da atividade farmacologica da flutamida (INERI,
1989).

Varios trabathos e ensaios experimentais demonstram que a administragio
diaria de flutamida, em doses variando entre 1 a 50 mg/Kg de peso corporal, reduz
consideravelmente o peso e volume da prostata e vesiculas seminais de ratos sem alterar a
poténcia sexual (NERI, 1989).

Nos pacientes tratados com flutamida os niveis séricos de testosterona
costumam ser normais ou elevados, j4 que existe liberagio do eixo hipotalamo-hip6fise-
gonadal. Repostas clinicas com o uso de flutamida (250mg, 3 vezes ao dia via oral)
oscilam entre 54% e 90% com pacientes nio tratados previamente e entre 14% e 39% nos
pacientes com escape a tratamento enddcrino anterior (SOGANI, ef af., 1984, SROUGI,

1992). Narayan e colaboradores, 1996, estudando 372 pacientes durante dois anos,
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demonstraram que 250mg de flutamida foi suficiente para reduzir de 14% a 29% ¢ volume
prostatico.

O emprego clinico da flutamida apresenta 2 vantagens: este composto ndo
aumenta os 7iscos de acidentes -cérdio-vasculares e cerca de 70% dos pacientes
preservaram sua fun¢fio sexual. Seu maior inconveniente relaciona-se com os custos do
tratamento, bastante elevados (SROUGI, 1992). Ademais, podem surgir disfuncfio hepatica
e diarréia em alguns pacientes e ginecomastia na maioria dos casos (NARAYAN et al,
1996).

A deplegdo de andrégenos por castragio cirrgica ou a combinagio com anti-

androgéﬁic'o"s, ap0s a prostata ter atingido o seu tamanho final, pode causar atrofia do. 6rgﬁé
(CORMACK, 1991).

Este processo de redugfio em tamanho e perda de fungio é chamado de
involugo, onde sdo observadas mudancas dramaticas na glindula prostatica de ratos. A
notavel reducdo do tamanho e do peso do 6rgio € atribuida a uma seqiiéncia de eventos,
inicialmente caracterizados por uma parada na sintese e uma acelerada liberacio da
secregdo luminal, seguida pela diminuigdo do tamanho das células epiteliais por processos
apoptoticos e degeneragfio celular, resultando em Idbulos reduzidos e células epiteliais
baixas (ORTIZ, 1953; BRANDES, 1966).

Sdo observados ainda um declinio na sintese de DNA e de proteinas, no
conteado e na complexidade do RNA e uma diminui¢io dos receptores de andrégenos
(AUMULLER & SEITZ, 1990). A castragio na idade adulta leva a apoptose,
predominantemente, das células epiteliais luminais (HAYWARD et al., 1996).

Entretanto, as informagBes mais consistentes da literatura sfo de natureza
bioquimica e fisiologica, tratando apenas dos aspectos funcionais dos 6rgdos em estudo
(MARCHETTI & LABRIE, 1988), tendo-se informacdes restritas sobre os efeitos de anti-
androgénicos na prostata de cobaias durante o desenvolvimento pos-natal, principalmente
enfocando estudos de natureza microscédpica.

QOutros tipos de alteragdes morfologicas, citoquimicas e ultra-estruturais
ocorridas nas células epiteliais glandulares da prostata tém sido abordados apés o processo

expenimental de castragio cirirgica de ratos jovens adultos, tais como, aumento de fibras
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do sistema elastico, modificagdes no fendtipo de células musculares lisas e alteraches em
alguns colagenos microfibrilares ¢ membrana basal (VILAMAIOR, 1998; CARVALHO ef
al, 19973, b).

Embora os eventos associados s modificagdes sofridas pelas células epiteliais
da por¢do glandular e no estroma foram intensamente investigados em ratos apds a
castragdo cirurgica por VILAMAIOR, 1998, CARVALHO ef al,, 1997ab, e CARVALHO
e LINE, 1996, as modificagdes morfologicas e ultra-estruturais que ocorrem no estroma
prostatico de cobaias ainda necessitam de maiores investigagBes apés efeito de aplicaco

de anti-androgénicos, principalmente frente 4 tentativa de melhor compreensio das

relagdes epitélio-estroma,



Tendo em vista a escassez de informagdes de natureza microscopica e ultra-

estruturais sobre 0s componentes estruturais prostaticos, durante o desenvolvimento pos-

natal ap0s a castragdo quimica por drogas anti-androgénicas, € acreditando ser a ¢obaia um
bom modelo experimental para o estudo dos aspectos que envolvem as relagdes estruturais
estroma-epitéhio, o presente trabalho teve por objetivo, a caracterizagdo morfologica,
citoquimica e ultra-estrutural dos efeitos de um agente anti-androgénico ndo esteroidal, a
flutamida, sobre a por¢io estromal e epitelial do lobo lateral da prostata de cobatas machos

Cavia porcellus em diferentes fases do desenvolvimento pos-natal.
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* O presente trabalho gerou 2 artigos que deverdo, apos vertidos para o inglés, ser

submetidos para publicagdo em periddicos internacionais.

Artigo 1: AVALIACAO HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA DO LOBO
LATERAL DA PROSTATA DE COBAIA (Cavia porcellusy SOB EFEITO DA
TERAPIA ANTI-ANDROGENICA PELA FLUTAMIDA

* (A ser submetido para a Revista Journal of Submicroscopic Cytology and Pathology)

Artigo 2: ALTERACOES TECIDUAIS NO LOBO LATERAL DA PROSTATA DE
COBAIA (Cavia porcellus) APOS TERAPIA COM O ANTI-ANDROGENICO
FLUTAMIDA.

* (A ser submetido para a Revista BioCell)
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RESUMO

O presente trabatho teve por objetivo caracterizar os efeitos da acio do anti-
androgénico ndo esteroidal flutamida sobre os componentes epiteliais e estromais do Iobo
lateral prostatico da cobaia Cavia porcellus. Para isso foram utilizados 30 cobaias machos
divididos em 3 grupos de 10 animais cada, correspondendo & fase do desenvolvimento pos-
natal: fase pubere do 30° ao 40° dia, fase pos-plbere do 852 a0 95° dia ¢ fase adulta do 2352
ao 245° dia. Os animais do grupo tratado receberam injecio subcutinea didria de flutamida
na dose de 10mg/Kg/dia/animal durante 10 dias.-Apés- o tratamento, as-préstatas foram
removidas, e processadas para a microscopia de luz, realizando-se testes histoquimicos para
os componentes fibrilares estromais e analises morfométrico-estereologicas dos
componentes epiteliais ¢ estromais. Os resultados revelaram alteragdes significativas no
lobo lateral prostatico da cobata apos o tratamento. Os testes histoquimicos associados as
analises morfométrico-estereologicas evidenciaram um aumento do didmetro dos acinos
nos animais piberes, promovendo um estreitamento do conjuntivo e da musculatura lisa ao
redor dos 4cinos € um espessamento com arranjo concéntrico das fibras reticulares entre a
musculatura. Os lobos laterais dos animais da fase pds-pibere apresentaram diminuicio do
didmetro acinar e pequeno aumento do estroma muscular. Nos animais adultos, a flutamida
promoveu diminuigdo do diimetro acinar ocasionando dobras no epitélio, bem como
pequeno aumento na espessura da musculatura lisa e diminuicBo na espessura com
distribuicdo irregular das fibras reticulares, As fibras colagenas apresentaram-se de certa
forma mais finas e de distribuigdio e concentragio irregulares nas trés idades, tendo uma
maior concentragio na base epitelial Em relaciio ao sistema elastico, observou-se um
aumento das fibras pré-elasticas ap6s o tratamento. Assim, pode-se assumir que o bloqueio
anti-androgénico pela flutamida reduz o crescimento da glindula prostatica, provocando
alteragbes nas interages morfologicas e estruturais entre estroma/epitélio, levando em

conta as diferentes fases do desenvolvimento pos-natal.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de medicamentos anti-androgénicos no tratamento de lesdes
prostaticas, caracteriza a castragio fisiologica ou quimica, e tem sido indicada
principalmente nas lesdes proliferativas  adenocarcinomatosas que  apresentam
primariamente dependéncia de hormonios androgénicos produzidos principalmente pelos
testiculos (BROOKS e al,, 1991, GORDON et al, 1984).

A agdo das drogas anti-androgénicas diminui a sintese de hormdnios

{Gonadotrofinas), inibindo assim a biosintese ou a secrecdo de andrégenos fundamentais
para o desenvolvimento ¢ manutengio de todo o sistema reprodutor masculino e das
estruturas sexuais acessérias (NEUMANN & TOPERT, 1986).

Os efeitos da associagio de drogas anti-androgénicas com andlogos do LH
durante a castragdo quimica pode ser comparado & castragdo cirirgica, podendo bloquear
eficientemente toda a demanda androgénica do organismo, e uma das principais drogas
utilizadas ¢ a flutamida (NEUMANN & TOPERT, 1986, NARAYAN, ef al., 1996).

A flutamida ¢ um anti-androgénico ndo esteroidal que possui a capacidade de
inibir a a¢io androgénica endogena e exdgena, por competigio com os receptores
androgénicos nos tecidos alvos (SUFRIN & COFFEY, 1975).

Esta droga atua principalmente em nivel citoplasmatico por inibigio competitiva
de ligagio da diidrotestosterona (DHT) para com seus receptores, por interferéncia na
ligagdo aceptor-receptor-DHT, e possivel bloqueio na translocagio do complexo receptor-
DHT para interior do nucleo, inibindo assim, a sintese de DNA prostatico estimulada pela
testosterona, (BURTON & TRACHTENBERG, 1986, KASSIM ef al, 1997,
MARCHETTI & LABRIE, 19883).

Durante o bloqueio androgénico por castragdo quimica ou cirirgica sdo
observadas mudancas importantes na glindula prostatica; como uma notavel reduciio do
tamanho e do peso do Orgdo, atrbuida a uma seqiiéncia de eventos inicialmente

caracterizados por uma parada no processo de sintese e uma acelerada liberacio da
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secrecdo luminal, seguida pela diminuigio do tamanho das células epiteliais por processos
de morte e degeneracio celular, resultando em lébulos reduzidos e células epiteliais baixas
(ORTIZ, 1953; BRANDES, 1966). Sdo observados ainda um declinio na sintese de DNA e
de proteinas, no conteudo e na complexidade do RNA e uma diminui¢do dos receptores de
andrégenos (AUMULLER & SEITZ, 1990, HAYWARD ef al., 1996).

Assim, pelo fato da prostata em humanos, ser o sitio de um grande niimero de
doengas relacionadas a idade, sendo que as de maior importincia médica sdo o cincer
prostatico e a hiperplasia nodular, ¢ os horménios, entre outros fatores, exercendo papel na

etiologia destas lesOes, faz-se necessario, desenvolver métodos precisos e modelos

experimentais de andlises para melhor avahac;éio das respostas as variagdes homﬁonais, sob.
varias condigBes ao longe do desenvolvimento pos-natal e do efeito ao bloqueic hormonal
por drogas anti-androgénicas.

As modifica¢bes morfo-funcionais e estruturais dos compartimentos epiteliais e
estromais apos efeito de aplicagio de anti-androgénicos, ainda necessitam de
investigacBes, principalmente frente a tentativa de compreender as relagbes hormonais

estabelecidas entre epitélio-estroma prostatico.
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MATERIAIS E METODOS

- Delineamento Experimental

Foram utilizados 30 cobaias machos Cavia porcellus, mantidos em caixas de
polietileno, com substrato de maravalha, no biotério do Departamento de Biologia do
IBILCE/UNESP — Campus de Sao Jose do Rio Preto.

.Os animais foram divididos em 3 grupos de 10 animais cada, sendo que os
grupos correspondiam a fase do desenvolvimento pos-natal: grupo 1- fase puberal {entre 15
e 60 dias apds o nascimento), grupo 2 - fase pos-puberal (entre 60 e 120 dias apds o
nascimento) e grupo 3 - fase adulta {(entre 120 e 360 dias apds o nascimento). Dentro de
cada grupo elegeu-se aleatoriamente 5 animais para o grupo controle e 5 animais para o
grupo experimental. Os perfodos de tratamento e a morte dos animais foram baseados na
divisdo por faixa etaria proposta por HORSFALL e colaboradores (1994).

Os animais do grupo experimental receberam injecio subcutdnea didria de
10mg/Kg de flutamida (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) diluida em 1% de
gelatina e 0,9% de NaCl, na dose de 0,5 ml/dia/animal durante 10 dias (MARCHETTI &
LABRIE, 1988), enquanto gue, os animais do grupo controle receberam inje¢io subcutinea
diaria do veiculo farmacologico (1% de gelatina e 0,9% de NaCl) na dose de 0,5
ml/dia/animal durante 10 dias. Os dias de administra¢gio do anti-androgénico € do veiculo
farmacologico corresponderam ao periodo central de cada fase do desenvolvimento: fase
pabere do 302 ao 40° dia, fase pds-pitbere do 85° ao 95° dia e fase adulta do 235° a0 245°
dia.

Apds os 10 dias de tratamento, os anmimais de ambos os grupos foram

anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical.
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- Processamento Histologico

As prostatas foram removidas e fixadas em Bouin, sendo em seguida lavadas
em agua, desidratadas em etanol, clarificadas em xilol e, entdo, incluidas em Paraplast e
seccionadas a 5 um em microtomo rotativo semi-automatico. Depois de desparafinizados e

hidratados, os cortes foram submetidos as coloragBes pelo Tricromico de Masson (segundo

BEHMER ef al., 1976) e Picrossirius-Hematoxilina (segundo JUNQUEIRA ef al., 1979)

para estudos do estroma prostatico.

Parte do material foi fixado em Kamovisky, e levado ao alcool 70%, sendo em
seguida incluido em historresina Leica-historesin embbeding kit e seccionado a Zum de
espessura em microtomo rotativo semi-automatico.

As técnicas de coloragdes utilizadas foram a Hematoxilina-Fosina (HE)
(segundo BEHMER et al, 1976) para estudos morfométrico-estereologicos dos
componentes da prostata, a Fucsina Resorcina de Weigert (segundo GOLDFISCHER et al.,
1983) para estudos das fibras do sistema elastico e a impregnacdo pela prata para
reticulina (segundo GOMORI, 1937) para estudos das fibras reticulares no estroma

prostatico.

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscépio Zeiss-

Jenamed, utihzando filmes Kodacolor 35mm, ASA 100.
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- Estudo Morfométrico-Estereologico

Utilizando o sistema analisador digital /mage Pro-Plus (Media Cybernetics)
com auxilio de Cdmera CCD-IRIS (Sony), acoplados ao Microscopio Olympus, foram
capturadas imagens de 30 campos histologicos corados com HE de cada grupo

experimental nas trés idades avaliadas. Foram avaliadas 5 laminas por grupo experimental

(uma por animal), das quais foram coletadas 6 imagens de cada uma delas.

As fragbes volumétricas dos compartimentos prostaticos: epitélio, Kimen,
estroma muscular (camada muscular lisa delineando os acinos) e estroma ndo-muscular
(espago conjuntivo entre o epitélio e a camada muscular e espago conjuntivo interacinar);
foram determinadas utilizando o sistema-teste de arranjo triangular M168, segundo Weibel
(1978}, contendo 168 pontos e 84 linhas (HUTTUNEN et al. 1981).

A analise estatistica de todos os dados coletados foi realizada em planilhas e
graficos do Software Statistica 6.0 (Copyright©OStatSoft, Inc. 1984-1996). O teste de
hipétese utilizado para averiguagdo da significdncia foi 0 de Anova (Analise de Variancia),
sendo que o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05000.



RESULTADOS

- Analise Histoquimica

Os resultados das analises dos materiais corados pelas técnicas do Tricrémico de
Masson e Picrossirius-Hematoxilina revelaram que os lobos laterais prostaticos de cobaias

machos s3o constituidos de umdades acinares formadas por um epitélio simples com limite

luminal, quepode formar dobramentos de acordo com a idade avaliada. Os cinos sdo
delimitados por tecido conjuntivo, dito estroma n3o-muscular na base do epitélio, e por
camadas de fibras musculares lisas (estroma muscular), as quais se associam intimamente
formando um arranjo concéntrico que envolve os ductos ¢ acinos da gléndula em toda sua
extensdo (Figs.: 1,3,7,9¢ 11).

Analisando a regifio do estroma muscular foi possivel observar diferencas em
relacdo & concentragdo e distribuicio das fibras musculares nos tecidos dos animais. O lobo
lateral dos amimais puberes € constituido de acinos pequenos com numerosos dobramentos
epiteliais e delimitados por uma camada regular e espessa de fibras musculares lisas
concéntricas (Figs.: 1 e 7). Os lobos laterais dos amimais pds-puberes e adultos
caracterizaram-se por apresentarem acinos dilatados com estireitamento da camada
muscular (Figs.: 9, 11 e 12). Entremeando as fibras musculares lisas detectou-se delgadas
fibras colagenas e reticulares, que se encontraram em maior concentracdo na regido do
estroma ndo muscular. (Figs.: 3,5,7,9, 11, 14, 16 e 18).

Pela técnica da Reticulina de Gomori foi possivel detectar outro elemento da
matriz estromal, as fibras reticulares, as quais tém um papel na manutengdo do arcabougo
extracelular e nas propriedades de resisténcia dos tecidos.

Estas fibras estdo presentes no arcabougo do estroma muscular ao redor dos
acinos glandulares e na base epitelial na regifio da membrana basal. Nos animais adultos

notou-se uma concentragdo e um arranjo regular bem maior das fibras reticulares (Figs.:



18) em relagio & prostata dos animais plberes e pos-paberes, que aparentemente
apresentaram fibras reticulares finas e de distribuigdo irregular (Figs.: 14 e 16).

A técnica da Fucsina Resorcina de Weigert para estudos das fibras do sistema
elastico, revelou que as prostatas dos animais controle nas trés idades foram caracterizadas
por possuirem pouca quantidade de fibras elasticas em seu estroma. Estas fibras
apresentaram-se mais espessas e estando em maior concentragio principalmente no
estroma nio muscular, quando comparadas com as prostatas dos animais tratados (Figs.:
21,22,25,26e29).

Nos grupos de animais submetidos ao tratamento pela flutamida, principalmente

nos animais puberes, observou-se uma dilatagiio dos 4cinos com poucas dobras ep.ite.liais.e
um estreitamento das fibras musculares lisas intimamente associadas ao redor dos &cinos
(Figs.: 2 e 8). Nas fases pos-pubere ¢ adulta, a flutamida promoveu um pequeno aumento
na espessura da camada de musculatura lisa e uma diminuicio do didmetro acinar
principalmente na fase adulta. (Figs.: 10 e 13).

As fibras colagenas que formam o arcabougo epitelial apresentaram-se de certa
forma mais finas e em menor quantidade e concentrando-se principalmente nas pregas ¢ nas
bases epiteliais (Figs.: 2, 8, 4, 10, 6 e 13). Em relagdo as fibras reticulares observou-se um
espessamento com arranjo concéntrico entre as fibras musculares, tendo uma maior
concentracio na base epitelial nas prostatas dos animais piberes e pés-puberes (Figs.: 15 e
17) enquanto que, nos animais da fase adulta, as fibras reticulares tornaram-se finas com
distribuico irregular junto a fibras musculares lisas (Figs.: 19 € 20).

Em relagio ao sistema elastico, observou-se um pequeno aumento das fibras
pré-elasticas apos o tratamento com distribuigio e concentragio irregulares nas trés idades
(Figs.: 23, 24, 27, 28, 30 e 31). E importante ressaltar que, dos componentes avaliados, o

sistema elastico € o minomtario.
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- Analise da Freqiiéncia Relativa dos Componentes Teciduais da Préstata

Analisando-se os cortes pelo método de HE associado a estereologia foi
realizada uma analise exploratoria e estatistica da freqiéncia relativa dos componentes
teciduais do lobo lateral prostatico nas diferentes fases do desenvolvimento nos animais
controle e submetidos ao tratamento pelo anti-androgénico ndo esteroidal flutamida.

As analises morfométrico-estereologicas revelaram que as proporgbes de
estroma muscular (EM)} ao redor dos icinos e do estroma ndo muscular (ENM),

principalmente entre a camada muscular e a base epitelial, sdo maiores durante a puberdade

“(fase pibere — Fig T 32A ¢ Tabela T). Apos este periodo, hd um declinio na proporgio do

EM e ENM (periodo de adolescéncia-fase pds-plibere - Fig.: 32B e Tabela 1) com dilatagio
dos ductos até a fase adulta (Fig.: 32C e Tabela 1).

Na prostata normal das trés idades estudadas, o componente tecidual que
demonstrou uma maior freqiiéncia foi o estroma muscular da fase pubere, que ocupou uma
fracdo de volume médio de 46,9%, minimo de 26,7% e maximo de 72,3%, com desvio
padrido de 10% e como conseqiiéneia disso, apresentou um Mimen como tendo a menor
freqiiéncia, ocupando um valor médio de 7,4%, minimo de 0,0% e maximo de 18%, com
desvio padrdo de 4,3% (Fig.: 32A ¢ Tabela 1).

Com o avangar da idade, notou-se um aparente aumento do didmetro dos acinos
e tubulos da prostata nesta espécie. Em animais intactos adultos observamos que o aumento
no didmetro luminal dos &4cinos promoveu um pequeno estreitamento dos estromas
muscular ¢ ndo muscular. Dessa forma, o componente tecidual que demonstrou uma maior
freqiiéncia na fase adulta foi lamen, que ocupou uma fragdo de volume médio de 36,9%,
minimo de 15,4% e maximo de 78%, com desvio padrio de 14,5% (Fig.: 32C e Tabela 1).

Na fase transitoria pos-pubere, o componente tecidual que demonstrou uma
maior freqiiéncia foi lamen, ocupando um valor médio de 33%, minimo de 2,9% e maximo
de 82,3%, com desvio padrio de 18,1% (Fig.: 32B e Tabela 1).

Na prostata dos animais submetidos ao bloqueio androgénico pela flutamida, os
animais da fase pubere foram os que apresentaram maiores alteragBes significativas.

Observou-se uma drastica diminuicdo do estroma muscular e ndo muscular com
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conseqiiente dilatagdo luminal, o qual a 4rea de ocupagio alcangou um valor médio de
40,6%, minimo de 19% e maximo de 74%, com desvio padrdo de 14,5%.

Na fase adulta, ocorreu o processo inverso, apresentando um aumento da area
epitelial, do estroma muscular e do limen, que apresentou a maior freqiiéncia, com um
volume médio de 33,6%, minimo de 4,7%, maximo de 60% e com desvio padriio de 13,7%.
As alteragBes na prostata dos animais pos-piberes foram consideradas estatisticamente
intermedidrias entre as outras idades, com o estroma muscular tendo a maior freqiiéncia,
com um valor médio de 32,8%, minimo de 10,7% e maximo de 67%, com desvio padrdo de

13,4% (Figs.: 32 A, B e C e Tabela 1).

A analise de varifincia (Anova) revelou que as alterages sofridas peloé
compartimentos do EM e ENM e lamen na fase pibere, durante o periodo de tratamento
com flutamida foram altamente significativas, com p = 0,05000, e que somente o
componente epitelial da fase adulta também apresentou altera¢Ges significativas. Os dados
relativos aos testes de significancia aplicados podem ser observados na Tabela 1.

Todos os componentes analisados na fase pos-pibere n3o sofreram
modificagbes estatisticamente significativas durante todo o periodo de tratamento,
mantendo sua fragio de volume pouquissimo alterada. A analise de varidncia revelou p =
0,05000 e utilizando-se o teste da mediana o valor de p para o epitélio = 0,281, lamen =
0,855, EM = 0,687 ¢ ENM = 0,546, o que comprovou a ndo significincia das alteragdes
sofiidas por estes componentes teciduais durante o periodo de tratamento. O mesmo
ocorreu com os componentes epitelial (p = 0,885) da fase pibere, ¢ limen (p = 0,362), EM
(p = 0,917) e ENM (p = 0,493) da fase adulta, apresentando alteragSes ndo significativas ao
tratamento pela flutamida. O comportamento dos componentes teciduais durante o
experimento esté ilustrado na figura32 A, Be C.

Na Tabela 1 também estdo representados os dados numéricos referentes &
mediana de cada um dos componentes analisados nos grupos controle e tratado em cada
fase do desenvolvimento pés-natal. Na amostragem utilizada, observou-se que ocorreu uma
distribuigiio simétrica dos dados, onde os valores das medianas aproximam-se das médias.
Desse modo, a mediana representou um dado importante para analise exploratéria e

estatistica da freqiiéncia relativa dos componentes prostaticos, pois além de fornecer um
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valor numérico proximo a média, ela nfo € influenciada pelos valores extremos da

amostragem.

DISCUSSAQ

O desenvolvimento da glandula prostitica nos mamiferos envolve muitos

processos, tais como proliferacio celular, formagfo e canalizagdo do corddo epitelial,

morfogénese das ramificacdes ductais e citodiferenciagdo secretéria. A ocorréncia destes
processos na prostata e em todo o sistema reprodutor masculino sdo dependentes dos niveis
de andrégenos nestes tecidos, produzidos pelos testiculos do feto e pela adrenal (PRICE &
ORTIZ, 1965 apud CUNHA 1976, DOUNJACOUR & CUNHA, 1988, COOKE ef al,
1991, CUNHA et al., 1996, THOMSON et al., 1997).

Ha um periodo durante a vida fetal em que a dependéncia de andrégenos é

absoluta, sendo que sua remogao neste periodo suprime a formacio da prostata. Entretanto,

as primeiras semanas do desenvolvimento poOs-natal da prOstata parecem ndo ser
| estritamente dependente de horménios, ou ¢ mimmamente dependente. (WELLS, 1954,
DOUNJACOUR & CUNHA, 1988, SUGIMURA et al., 1986).

O blogueio androgénico pela flutamida provocou alteragdes morfologicas e
estruturais distintas em alguns componentes teciduais da prostata lateral de cobaias machos
levando em conta a fase do desenvolvimento pds-natal. Esta acfio diferenciada da
flutamida nas véarias fases do desenvolvimento pos-natal parece estar diretamente ligada &
influéncia hormonal ora absoluta (na fase pos-puberal e adulta) ora relativa ou guase
inexistente {na fase puberal), (DONJACOUR & CUNHA, 1988).

Assim, em funcdo dos baixos niveis de androgenos atuantes na fase puberal
(ZHAO er al. 1993, HORSFALL ef al 1994), a quantidade de flutamida administrada foi
suficiente para promover o blogueio da secrecio celular, causando altera¢des morfologicas
e estruturais marcantes na arquitetura glandular. Observando-se nesta fase uma diminui¢io

na espessura da camada muscular lisa ao redor dos acinos e do estroma ndo muscular na
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base epitelial, com dilatagio acinar. Estas alteragdes foram altamente significativas nas
analises das freqiiéncias relativas dos componentes teciduais realizadas através dos estudos
morfomeétrico-estereologicos.

J4 o est4gio adulto € um periodo em que o andrégeno mantém a morfologia e a
funcdo no tecido prostatico, havendo uma taxa de proliferagdo extremamente baixa, que se
equilibra com a morte celular (CUNHA ef al., 1996). Sendo assim, a dose de flutamida
administrada nesta fase foi suficiente para inibir a ag8o dos andrégenos sobre a prostata, e,
portanto, blogquear do processo de sintese protéica e secregio celular, provocando uma

diminuigdao no dimetro dos acinos causando dobras no epitélio acinar € espessamento e

Na fase transitoria pos-pibere os androgenos estio em grande quantidade, sendo
fundamentais para o desenvolvimento morfologico e funcional do tecido prostatico (ZHAO
etal. 1993, HORSFALL ef al. 1994).

Desse modo, como o anti-androgénico flutamida ¢ uma droga nio esteroidal, e
que, portanto, ndo bloqueia a liberagdo de LH pela hipofise, os resultados mostraram que os
provaveis niveis de testosterona nesta fase foram suficientes para promover um bloqueio
maior da acdo da flutamida, resultando em um efeito moderado e n3o significativo, quando
comparado com as demais idades. Portanto, houve um pequeno aumento da musculatura ao
redor dos 4cinos e do estroma ndo muscular, na base epitelial e no espaco interaciar.

Algumas das alteragdes ocorridas na prostata ventral de ratos apos poucos dias
de castragéo cirurgica (MOORE e al., 1979) podem ser comparadas com as que ocorreram
na prostata lateral de cobaias na fase pos-pubere do desenvolvimento pods-natal apods a
castragdo quimica pela flutamida. Estas aiteracdes morfo-estruturais podem ser descritas
como uma diminuigio do epitélio prostatico e do difimetro acinar ¢ aumento na proporgio
do estroma em relagdo aos acinos.

Outros tipos de alteragdes morfologicas e citoquimicas ocorridas nas células
epitehiais glandulares da prostata tém sido abordados apds o processo experimental de
castrag@o cirurgica de ratos jovens adultos, tais como, aumento de fibras do sistema

elastico, modificagdes no fendtipo de células musculares lisas e alteragbes em alguns
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colagenos microfibrilares e membrana basal (CARVALHO & LINE, 1996, CARVALHO
et al, 1997a, b, VILAMAIOR, ef al., 2000).

A presenca marcante de fibras do sistema elastico no estroma prostatico de
ratos tém sido atribuida & fungiio coadjuvante deste sistema a musculatura lisa durante a
liberagdo do produto glandular (CARVALHO ef al,, 1997a).

Nossos resultados demonstraram que estas fibras sfo pouco numerosas nas
diferentes fases do desenvolvimento da cobaia e ndo se alteram com a castragao quimica.
Isto se explica devido ao fato de existir um arcabougo concéntrico e organizado ao redor

das unidades acinares, formado pelo arranjo das fibras musculares lisas associadas a

delgadas fibras reticulares e colagenas em todas as fases do desenvolvimento pés-natal.
Essa disposi¢do provavelmente otimiza a secregfo acinar € diminul assim a demanda de
fibras do sistema elastico.

Na prostata dos animais puberes e pos-puberes submetidos ao tratamento, 0s
resultados histoquimicos demonstraram uma pequena diminuigdo da espessura €
concentragio das fibras colagenas na base do epitélio e entre as fibras musculares,
associado a um aumento na espessura das fibras reticulares na base epitelial, bem como
distribuicdo irregular das fibras do sistema elastico. Nos animais adultos notou-se uma
diminuigiio das fibras de colageno e reticulares e espessamento das fibras eldsticas. Um
comportamento semelhante, frente a privagdo de horménios, também foi observado em
marsupiais na fase de desenvolvimento fetal intra-marsupio tratados com flutamida
(LUCAS et al., 1997).

A distribui¢io do colageno em feixes espessos no estroma prostitico dos
animais intactos, leva a assumirmos que as microfibrilas tenham papel estrutural,
estabelecendo uma maltha flexivel que garante a integridade do tecido quando sob
deformacio causada por contragdo das fibras musculares lisas durante a ejaculacfo. Arranjo
semelhante foi observado por ZAIA et al, 1996 durante processo de atrofia induzida em
glandulas submandibulares de camundongos e por VILAMAIOR, 1998, na préstata ventral
de ratos, apos orquiectomia.

De acordo com a idade do animal, os acinos apresentaram diferenciagdo

arquitetural, conferindo maior ou menor didmetro e estrutura luminal. A analise
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morfométrico-estereologica revelou que a proporgao de estroma muscular € nfo muscular €
maior durante a fase puberal em funcfo da baixa taxa de andrdgeno atuante, e que apos este
periodo ha uma progressiva diminuigdo. Este declinio esté relacionado provavelmente com
a distensdo do epitélio e dilatacdo do limen para atividade secretdria durante as fases pos-
pubere e adulta. Apds este periodo, ha um progressivo aumento na proporgio estromal até
alcancar a idade senil.

O valor na proporgio estromal parece estar relacionado a extensa proliferagio
do compartimento celular epitelial acinar secretério durante a maturidade sexual. Estes

dados estio de acordo com as analises promovidas por Horsfall ef al., (1984) em trabathos

prévios; os quais mesmo ndo fazendo analises morfométricas descrevem este fendmeno.

Em contraste com outros roedores de laboratorio, o compartimento estromal da
prostata lateral da cobaia € bastante organizado, facilitando estudos envolvendo
componentes estromais conforme relatado por Horsfall e al, 1994. Ja em ratos, por
exemplo, apesar da prostata ventral possuir um estroma volumoso, as fibras musculares sdo
esparsas e de superficie irregular segundo os trabalhos de Carvalho ef al. (1997a e b).

As analises quantitativas dos compartimentos prostaticos apés a castragdo
cirtirgica ou quimica tém sido importantes para o entendimento das alteragdes que ocorrem
em funcio das variagdes dos nivels hormonais ao longo do desenvolvimento,
principalmente das interacdes e das fungBes epiteliais-estromais na diferenciagiio ¢ no
crescimento das prostatas normais e do cincer de prostata (HUTTUNEN ef al,, 1981).

A maioria dos receptores de androgenos estdo presentes na porgo epitelial,
enquanto que no estroma predominam receptores de estrogeno (TILLEY ez al., 1985). Esta
diferenca na distribuigdo de receptores para androgenos sugere que o epitélio glandular
deva ser mais sensivel a este hormdnio, e que, portanto seja alvo primario da agdo de anti-
androgénicos, comprometendo os demais compartimentos teciduais prostaticos.

ORTIZ (1953) ¢ BRANDES (1966), observaram em roedores durante o
bloqueio androgénico por castragdo quimica ou cirirgica mudangas draméticas na glandula
prostatica; como uma notavel redugdio do tamanho e do peso do 6rgdo, atribuida a uma
seqiiéncia de eventos, inicialmente caracterizados por uma parada na sintese ¢ uma

acelerada liberagiio da secrecfio luminal, seguida pela diminuicio do tamanho das c€lulas
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epiteliais por processos de morte e degeneragio celular, resultando em l6bulos reduzidos e
células epiteliais baixas.

Nos estudos concernentes a morfogénese, o crescimento e a fungdo prostatica
estavam concentrados exclusivamente sobre a regulacio androgénica das células epiteliais.
Contudo, estudos recentes indicam que pelo menos algumas destas respostas das células
epiteliais sobre estimulo hormonal ndo estdo diretamente relacionadas a estas células, mas
ao inves disso, as respostas podem ser conseqiiéncia dos fatores de crescimento produzidos
ao nascimento pelas células estromais (LASNITZKI & MIZUNO, 1980).

Cunha ef al (1996) demonstraram que o mesénquima do simus urogenital

controla o desenvolvimento é;ﬁfelial prostatico nas fases embrioldgica e neonatal de
rodentes. J4 a manutengdo da morfogénese e da diferenciagio epitelial em ratos adultos
podem ser dependentes das interagdes epitélio-estroma, sugerindo que esta interagio pode
estar envolvida na diferenéiagéo epitelial anormal na préstata. Devido & mmporténcia
potencial das interacdes epitélio-estroma durante o desenvolvimento prostitico, a
investigacdo da regulacdo hormonal dos componentes estromais podem levar a um melhor
entendimento das doengas e dos processos de crescimento anormal prostatico, bem como
dos possiveis métodos de controle hormonal destas patologias (TILLEY et al., 1985)

Com base nas analises morfométrico-estereologicas e nos testes histoquimicos
dos componentes fibrilares, podemos assumir que o crescimento normal e a manuten¢io da
integridade funcional secretora e estrutural da prostata nas idades avaliadas sfo
dependentes de niveis constantes de androgenos atuantes em cada fase do desenvolvimento
e das interagdes reciprocas entre o compartimento estromal e o epitelial. Nossos dados, aqui
apresentados, nos permitem concluir, que as respostas das interagdes estroma-epitélio frente

a terapia pela flutamida sdo diferenciais nas idades estudadas.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

FIGURAS 1 a 6 - Cortes histoldgicos do lobo lateral prostatico de cobaias machos corados

pelo Picrossirius-Hematoxilina ¢ FIGURAS 7 a 13 - corados pelo Tricdmico de Masson.

Figs. 1 e 7, 3e 9, §, 11 e 12 ~ Detalhe das unidades acinares dos animais controle. Os
acinos da fase pubere (figs.: 1 e 7) s@o constituidos por um epitélio colunar simples (ep)
que forma vérias dobras e envolvidos por tecido conjuntivoe na base epitelial (*) e por uma
camada de fibras musculares lisas concéntrica e espessa (m). Nas fases pds-pibere (figs.: 3
e 9) e adulta (figs.: 5, 11 e 12) nota-se acinos glandulares largos constituidos por um
epitélio simples com poucas dobras (L). Entremeando as fibras musculares lisas e
principalmente na base epitelial, ha grande concentragio de fibras de colageno (setas) nas
trés idades. Figs. 2 e 8, 4 ¢ 10, 6 ¢ 13 — Lobo lateral dos animais tratados. Nos animais da
fase pubere (figs.: 2 e 8) ocorre dilatagdo luminal ¢ diminui¢do da camada muscular. Nos
animais pos-puberes (figs.: 4 e 10) e adultos (figs.: 6 e 13) nota-se uma pequena diminui¢do
do didmetro acmar formando pregas epiteliais, seguido do espessamento da camada
muscular lisa. Nas trés idades avaliadas observou-se uma diminuicdo na espessura e na
quantidade das fibras colagenas (setas), estando em maior concentracio na base e nas

pregas epiteliais. Figs.: T a 13 = 145X
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FIGURAS 14 a 20 - Cortes histologicos do lobo lateral prostatico de cobaias machos
corados pelo método de Gomori para fibras reticulares. Figs. 14, 16, ¢ 18 — Aspecto do
arcabouco reticular estromal delineando o epitélio glandular simples (ep) dos animais
controle. No estroma prostatico dos animais puberes (fig.:14) e pos-pberes (fig.:16) as
fibras reticulares sdo finas e irregulares (setas), enquanto que, nos animais adultos elas sdo
espessas e concéntricas (fig..18). Lamen (L). Figs. 15, 17, 19 e 20 — Prostata dos animais

tratados. Nos animais piberes (fig.:15) e pds-ptberes (fig.:17) ocorreu em espessamento

na base do epitélio (figs.: 19 e 20). Figs.: 14 2 20 = 580X.

FIGURAS 21 a 31 - Cortes histologicos do lobo lateral prostatico de cobaias machos
corados pela Fucsina Resorcina de Weigert. Figs. 21 e 22, 25 e 26 e 29— A prostata dos
animais controle caracterizou-se por apresentar poucas quantidades de fibras elasticas
(cabegas de seta) no estroma ndo muscular (*) nas idades pubere (figs.: 21 e 22), pos-
pubere (figs.: 25 e 26) e adulta (fig.: 29). Figs. 23 e 24, 27 e 28, 30 31 — Prostata dos
animais tratados. Observou-se um aumento das fibras pré-elasticas com distnbuigdo ¢
concentracio irregulares nas idades pubere (figs.: 23 e 24), pos-pubere (figs.: 27 e 28) e
adulta (figs.: 30 e 31). Lamen (L). Camada muscular lisa (in). Epitélio glandular (ep) Figs.:
21a31=3580X.

FIGURA 32 — Representagio grafica em Box Plot de medianas da freqiiéncia relativa dos
componentes teciduais do lobo lateral prostatico dos animais controle e tratado nas idades
pubere (32A), pos-ptbere (32B) e adulta (32C). As plotagens referem-se aos 30 campos
prostaticos capturados em cada grupo experimental em cada idade. As fragbes volumétricas
dos compartimentos prostaticos estudados foram: epitélio, limen, estroma muscular e

estroma ndo-muscular. O nivel de significincia adotado para este teste foi de p < 0,05000.
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Tabela 1. Dados da estatistica descritiva referente & freqiiéncia relativa dos compartimentos
teciduais do lobo lateral prostatico de cobaias machos do longo do desenvolvimento pos-
natal. EP: Epitélio. LU: Liamen. EM: Estroma muscular. ENM: Estroma nfo muscular.

* Alteragdes altamente significativas com p < 0,05000.

Fase Puberal Fase Pos-Puberal Fase Adulta

Controle Flutamida Controle Flutamida Controle Flutamida

Meédia EP 155 15,7 21,2 19,0 15,1 19,8

LU 7.4 40,6 33,0 32,3 36,9 33,6

EM 469 25,5 31,5 32,8 32,8 33,1

ENM 302 182 143 15,9 15,2 13.4

Mediana EP 15,1 14,9 21,3 18,8 13,7 20,6

LU 6,1 36,3 34,5 32,3 34,0 32,6

EM 454 25,2 30,2 31,8 34,8 33,0

ENM 30,5 18,0 11,4 15,2 14,0 11,8

Mintmo EP 20 5.0 6,0 8,0 5.4 7.7

LU 0,0 19,0 2,9 10,7 15,4 47

EM 26,7 9,0 8,5 11,0 4,0 9,2

ENM 6.2 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Maximo EP 31,0 36,3 38,0 33,0 51,1 30,9

LU 18,0 74.0 82,3 67,0 78,0 60,0

EM 723 43,0 52,3 61,9 45,8 55,9

ENM 49,0 36,0 48,8 38,5 41,5 36,0

Desvio Padrio  EP 6,3 6,8 9.0 6,2 8.8 6,6

LU 4,3 14,9 18,1 13,4 14,5 13,7

EM 100 7,3 12,2 13,3 9.6 13,0

ENM 106 10,0 11,2 8,8 10,4 9,1

Erro Padrio EP 1,2 1,2 1,6 1,1 1,6 12

LU 0,8 2.7 3,3 2.4 2,6 2,5

EM 1,8 1,3 2,2 2.4 1,7 2,4

ENM 1.9 1,8 2,0 1.6 1,9 1,7

Anglise de EP 0,885798 0,281289 0,020681 *
Varidncia LU 0,000000 * 0,855465 0,362824
P <0,05000 (*) EM 0,000000 * 0,687391 0,917760
ENM 0,000034 * 0,546106 0,493740
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RESUMO

A caracterizagio morfologica e ultra-estrutural dos efeitos do anti-androgénico
flutamida sobre os componentes do lobo lateral da prostata de cobaias machos em
diferentes fases do desenvolvimento pos-natal, foi realizada em 3 grupos de 10 animais nas
fases pubere, pos-pubere e adulta. Os animais do grupo tratado receberam injecéo
subcutidnea diaria de flutamida na dose de 10mg/Kg/animal durante 10 dias. Apds o

tratamento, os fragmentos prostaticos foram fixados e incluidos para a microscopia de luz e

eletrOnica de transmissdo. Nos animais paberes, as células epiteliais assumiram fendtipos
cabicos seguido de um aumento do didmetro acinar € do estreitamento do estroma muscular
e ndo muscular. Na fase pos-plbere, foi observado um pequeno aumento do didmetro dos
acinos e da musculatura. Na fase adulta, houve uma diminuicic do didmetro acinar,
causando dobras no epitélio e ocasionando um aumento no estroma muscular. Os animais
tratados apresentaram células epiteliais com endomembranas alargadas, principalmente no
reticulo endoplasmatico rugoso e no complexo de Golgi, além de uma drastica diminuigio
das microvilosidades. Alteragdes nos padrSes de distribuicdo e de densidade dos
componentes fibrilares estromais foram também observadas. Os resultados mostraram, que
a flutamida promoveu alteracbes morfoldgicas ¢ ultra-estruturais no padrio de distribui¢io
e na concentracio dos componentes fibrilares e celulares do lobo lateral prostatico de

cobaias ao longo do desenvolvimento pos-natal.
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INTRODUCAO

O crescimento normal, a diferenciacio e a manutengdo da integridade morfo-
funcional da prostata e dos demais O0rgios acessorios do sistema reprodutor masculino sio
dependentes de niveis constantes de androgenos circulantes em cada fase do
desenvolvimento e ocorrem através de interagBes reciprocas enire o mesénquima € ©.
epitélio 16 embrido e no estroma e epitélio no adulto. (PRICE, 1963; AUMULLER &
SEITZ, 1990; ROSAl et al., 1996, HAYWARD et al., 1997, THOMSON et gl., 1997).

A testosterona é o androgeno predominanté nos machos, sendo pfb&ﬁii&é-pelas
células de Leydig do testiculo quando estimuladas pelo horménio luteinizante. A maioria
da testosterona produzida € convertida a diidrotestosterona (DHT) pela enzima So-redutase
nos tecidos alvos. Este metabolito (DHT) é entfio transportando para nicleo, estimulando a
producio de androgenos (STTERS, 2001, BALK, 2002). O desenvolvimento e a maturagio
da glandula prostatica e das caracteristicas sexuais secundarias de rodentes sio completadas
durante a fase de crescimento puberal, em resposta ao aumento na produggo de testosterona
(CUNHA et al, 1985).

E sabido que, durante a senescéncia do individuo, muitas alteragdes histologicas
ocorrem na prostata em resposta as descompensac¢des hormonais durante o envelhecimento
(ROSAl ef al., 1996).

No homem, as principais alteragdes estdo relacionadas com patologias severas
que levam 2 retengdo urinaria, as conhecidas hiperplasias bemignas (DROLLER, 1997).
Além disto, podem desenvolver na prostata do idoso lesGes malignas como
adenocarcinomas, existindo a pré-disposicio genética para estas lesdes (HAYWARD et ai.,
1997). Tais lesbes, malignas ou nfio, podem ser tratadas por estratégias de remocgdo de
androgenos (PRICE, 1963, COLOMBEL e BUTTYAN, 1995; DROLLER, 1997, RAUCH
elal, 1997).

A dependéncia hormonal do cincer de prostata foi estabelecida hi quase cinco
décadas por Huggins, Stevens & Hodges, a partir de estudos experimentais, onde

verificaram que a administragdo de testosterona estimulava a secregio e o crescimento de



prostata e, conversamente, que a castragio ou administragio de estrogénio tinha efertos
opostos. Apesar de sucessivas tentativas de se controlar a doen¢a por outros meios, a
terapéutica enddcerina representa, ainda, o Gnico método eficiente e objetivo para se deter &
evolugdo do cincer de prostata em suas fases mais avancadas (SROUGI, 1992).

A flutamida é um agente anti-androgénico ndo esteroidal que possui a
capacidade de bloquear a agfio androgénica nos testiculos (KASSIM er al, 1997) ¢
glandulas acessérias (MARCHETTI & LABRIE, 1988, LUCAS er al, 1997), sendo
biologicamente ativo no bloqueio da ag¢fo do metabdlito testotestona-diidrotestosterona,

sobre os receptores androgénicos nos tecidos prostaticos (GORDON A. er al, 1984).

Os eventos associados as modificagles provocadés nas células epitéliais da
por¢do glandular e no estroma foram intensamente investigados apds a castracdo cirargica
{CARVALHO & LINE 1996, CARVALHO ef al., 1997ab, VILAMAIOR 1998). Ja as
modifica¢gdes morfologicas e ultra-estruturais que ocorrem no epitélio ¢ no estroma
prostatico, ainda necessitam de maiores investigagdes apoOs efeito de aplicagio de anti-
androgénicos, principalmente frente a tentativa de methor compreensio das relagBes
epitéhio-estroma.

Assim, devido & caréncia de informacles nucroscépicas ¢ ultra-estruturais
sistematizadas sobre o efeito das drogas anti-androgénicas nas células epiteliais € no
estroma da prostata, o presente trabatho teve por objetivo a caracterizacio morfologica e
ultra-estrutural dos efeitos do anti-androgénico ndo esteroidal flutamida, sobre a porglo
epitelial e estromal da prostata de cobaias machos Cavia porcellus, em diferentes fases do

desenvolvimento pos-natal.




MATERIAIS E METODOS

- Delineamento Experimental

Neste estudo foram utilizados 30 cobaias machos Cavia porcellus, provenientes
do Biotéric Central da Unesp de Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do

Instituto de Biociéncias, Letras ¢ Ciéncias Exatas da Unesp — Campus de S3o José do Rio

Preto, em caixas de polietileno, com substrato de maravalha, em condigdes controladas de
luminosidade e temperatura média de 23°C, sendo formecidas agua filtrada e ragido “ad
fibitum”.

Os animais foram divididos em 3 grupos de 10 animais cada, onde cada grupo
corresponden 2 fase do desenvolvimento poés-natal: grupo 1- fase puberal (entre 15 ¢ 60
dias apds o nascimento), grupo 2- fase pas-puberal {entre 60 e 120 dias apds o nascimento)
e grupo 3- fase adulia {entre 120 e 360 dias apds o nascimento). Dentro de cada grupo
elegeu-se aleatoriamente 5 animais para o grupo controle e 5 apimais para o grupo
experimental. Os periodos de tratamento e a8 morte dos animais foram baseados na divisfo
por faixa etaria proposta por Horsfall e colaboradores {1994).

Os ammais do grupo experimental receberam injecio subcutfnea didria de
10mg/Kg de flutamida (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) diluida em 1% de
gelatina e 0,9% de NaCl, na dose de 0,5 ml/dia/animal durante 10 dias (MARCHETTI &
LABRIE, 1988), enquanto que, os animais do grupo controle receberam injeciio subcutinea
didria do wveiculo farmacolégico (1% de gelatina e 0,9% de NaCl) na dose de 0,5
mi/dia/animal durante 10 dias. Os dias de administragdo do anti-androgénico e do veiculo
farmacologico corresponderam a0 periodo central de cada fase do desenvolvimento: fase
pibere do 30° ao 40° dia, fase pds-pibere do 852 ac 95° dia e fase adulta do 235° ao 245°
dia. Apos os 10 dias de tratamento, os animais de ambos os grupos foram anestesiados com
éter etilico e mortos por deslocamento cervical. As préstatas laterais foram removidas e

processadas para a microscopia de luz e eletrénica de transmiss3o.
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MICROSCOPIA DE LUZ

Os fragmentos de tecido prostatico foram fixados por imersdo em Karnovisky
{(solugdo de paraformoldeido a 5% e de glutaraldeido a 2,5% em tamp&o fosfato Sorensen
pH 7.2 —~ 0,1M), levados ao dlcool 70% e incluidos em historresina Leica-historesin
embbeding kit e seccionados a 2um de espessura em micrétomo rotativo semi-automatico.

As técnicas de coloragdes utilizadas foram a Hematoxilina-Fosina (HE)
(segundo BEHMER ef al, 1976) para estudos morfologicos de ordem geral e Azul de
Toluidina em tampdo Mcllvaine pH 4,0 (MELLO & VIDAL, 1980) para estudo de acidos

nucléicos.
As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscOpio Zeiss-
Jenamed, utilizando filmes Kodacolor 35mm, ASA 100.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os fragmentos de tecido prostatico foram fixados em glutaraldeido 3% e acido
tanico a 0,25% em tampdo Millonig, pH 7,3, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Apos
a lavagem em tampdo, os fragmentos foram pés-fixados em soluciio a 1% de tetréxido de
osmio em tampdo Millonig, pH 7,3, durante 1 hora. Depois de lavados brevemente em
solu¢do tampdo, os fragmentos foram desidratados em acetona e incluidos em araldite
segundo Cotta-Pereira e colaboradores (1976).

Os cortes ultrafinos, 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” e posteriormente contrastados pelo acetato de
uranila a 2% por 20 minutos (WATSON, 1958). Depois de rapida lavagem em agua
bidestilada e secagem, os cortes foram colocados na superficie de uma gota de citrato de
chumbo a 2%, em solugio IN de hidroxido de sédio (VENABLE & COGGESHALL,
1965, modificado), por 8 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 Eletrénico de TransmissZo Zeiss EM-
900.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos dos cortes histologicos revelaram que o lobo lateral
prostatico de cobaias € constituido por glandulas tibulo-alveolares compostas, consistindo
de acinos delimitados por tecido conjuntivo {estroma ndo muscular) na base do epitélio ¢
por camadas de fibras musculares lisas (estroma muscular), as quais se associam
intimamente formando um arranjo concéntrico que envolve as umidades acinares em toda

sua extensfo (Figs.: 1, 3 e 5). O espaco interacinar € constituido por um estroma delicado

de tecido conjuntivo frouxo contendo fibroblastos e vasos sanguineos de pequeno calibre
(Figs.. 1, 5e29).

Além disso, as analises histologicas revelaram que esta glandula € constituida,
de acordo com a idade estudada, por trés tipos diferentes de diferenciacfio arquitetural de
acinos, conferindo mator ou menor didmetro e estrutura luminal,

A glindula prostatica dos animais puberes € constituida por acinos pequenos
com um epitélio colunar simples com limite luminal formando numerosos dobramentos. O
micleo € preferencialmente oval em sua forma, acompanhando a altura das células. Os
acinos sdo rodeados por uma camada espessa de fibras musculares lisas concéntricas e por
uma regido de estroma nfo muscular (tecido conjuntivo frouxo) entre o epitélio acinar e a
camada de musculo liso (Figs.: 1 e 7).

Na fase adulta os acinos apresentaram-se aparentemente mais largos e
delineados apenas por camada de fibras musculares lisas.” As celulas epiteliais acinares sdo
baixas, onde os niicleos tém sua forma arredondada ocupando uma regifio maior do
citoplasma. Neste caso, o epitélio acinar nio apresenta nenhuma forma de dobramento,
provavelmente devido & sua distensdo pelo acimulo de secregéo (Fig.: 5 ¢ 11).

Nos animais pos-puberes, os acinos foram caracterizados como sendo uma
forma transitoria entre os outros dois tipos de acinos descritos. Nesta fase, os 4cinos sdo
constituidos por um epitélio que forma pequenas dobras, sendo formando por células

colunares com nticleos acompanhando o formato destas células. Os 4cinos secretérios
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tambeém sdo delimitados por uma camada de musculo liso e por uma pequena regifio de
estroma ndo muscular entre o epitélio acinar e a camada muscular lisa (Figs.: 3 e 9).

As analises ultra-estruturais revelaram um mesmo padrio nos compartimentos
epiteliais e estromais em todas as idades avaliadas. O estudo do estroma revelou que na
base do epitélio secretor fibras finas de colageno e elastina podem estar adjacentes & lamina
basal (Figs.: 22, 23, 24 e 30). Nesta matriz colagénica estio inseridas fibroblasto e fibras
musculares lisas {Figs.: 28 ¢ 29).

As unidades acinares podem ser constituidas por células epiteliais colunares ou

cuboidais. Tais celulas epiteliais apresentaram o reticulo endoplasmatico granular e

regido apical do citoplasma, onde a microscopia de luz pelo método do Azul de Toluidina é
cromofora. Os nicleos sdo ovais ou alongados e localizados preferencialmente na regiio
central das celulas (Figs.: 9, 11, 13, 15, 16 ¢ 17).

O epitélio secretor juntamente com as células basais acinares repousam sobre
uma lémina basal fina ¢ levemente ondulada (Figs.: 22, 23 e 24). Uma caracteristica
marcante no citoplasma das células secretoras foi & presenca de grande quantidade de
microvilosidades de diferentes tamanhos (Figs.: 13 e 14).

A agdo anti-androgénica da flutamida provocou alteragdes importantes nos
compartimentos epiteliais secretores e estromais da glandula prostitica de cobaias em
algumas das fases do desenvolvimento pds-natal.

As células do epitélio secretor parecem responder diferentemente ao anti-
androgénico flutamida, ou seja, em um mesmo 4cino puderam ser encontradas células
responsivas ao lado de células refratarias ao anti-androgénico (Fig.: 18). Tais células
epitelials responsivas apresentaram endomembranas alargadas, principalmente o reticulo
endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi, e uma drastica diminuicio das
microvilosidades em altura e namero (Figs.: 18, 19, 20 e 21).

No citoplasma apical das células secretoras hd numerosos granulos de secregéio
de diferentes tamarhos, alguns provavelmente representando os vaciiolos de condensacio
originados do complexo de Golgi. Estes granulos secretdrios eventualmente liberam sen

conteudo no lamen acinar (Fig.: 18).
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O blogueto androgénico também provocou alteragdes nos padrdes de
distribuico e densidade dos componentes fibrilares que compbem o conjuntivo onde
repousam os &cinos prostaticos. Os resultados mostraram uma distribui¢io irregular ¢ uma
aparente diminui¢io na concentragdo das fibras colagenas, tanto na base do epitélio (Figs.:
25, 26 e 27) quanto entre as células musculares lisas que circundam os acinos (Figs.: 31, 32
e 33). Ja em relacio ao sistema elastico, observou-se um aumento das fibras pré-elasticas
com distribui¢do e concentragio irregular apos o tratamento (Figs.: 34).

As analises morfologicas dos lobos laterais prostaticos dos amimais puberes

tratados demonstraram que, as celulas epiteliais acinares assumiram fenOtipos cubicos,

sendo mais baixas em comparagio com as células do grupo controle. O nucleo passou a
ocupar quase todo o espago citoplasmitico, seguido de um aparente aumento significativo
do didmetro dos acinos, promovendo um estreitamento do conjuntivo e também dos feixes
de musculatura lisa que os circundam (Figs.: 2 e 8).

Na fase pos-pubere houve um pequeno aumento do didmetro dos 4cinos e da
musculatura ao redor, ocorrendo também dobras ao longo do epitélio acinar.
Aparentemente houve uma redugdo da altura das células epiteliais, apresentando nucleos
ocupando quase toda a célula com diminuigio da provavel area ocupada pelo complexo de
Golgi (Figs.: 4 e 10).

Na fase adulta, observou-se uma aparente diminuicio do didmetro dos acinos
causando dobras no epitélio acinar, ocasionando um aumento na espessura da musculatura
lisa. Além disso, as ceélulas epiteliais apresentaram-se de certa forma mais altas, com
nucleos basais, destacando a area ocupada pelo complexo de Golgi e aumento da basofilia

citoplasmatica (Figs.: 6 e 12).
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DISCUSSAO

A integridade funcional e morfologica da gléndula prostitica e dos demais
orgéos reprodutores masculinos dependem de estimulos hormonais androgénicos ligados
aos receptores nos tecidos.

O androgeno mais abundante nos machos € a testosterona e para que ocorra a
sua aglo, ela deve ser convertida para o seu metabolito ativo, a diidrotestosterona (DHT),

pela enzima 5a-redutase presente nas células basais e no estroma prostatico, sendo a DHT,

a resposta primaria para o desenvolvimento da prostata e também a responsavel pelas
doencas que surgem com o avango da idade (CHOATE & RESKO, 1996, SUFRIN &
COFFEY, 1975).

A flutamida tem sido um potente agente anti-androgénico funcionalmente
especifico para estruturas sexuais acessorias dependentes de andrdgenos, como € o caso da
glandula prostatica.

Assim, a administragdo de 10mg/Kg de flutamida no presente estudo, promoveu
pequenas alteragbes morfologicas e ultra-estruturais no padrio de distribuigdo e na
concentragdo dos componentes fibrilares (fibras colagenas, reficulares e elasticas) e
celulares no lobo lateral da prostata de cobaia considerando-se diferentes fases do
desenvolvimento pds-natal.

Apds o tratamento, as células epiteliais acinares apresentaram-se com fendtipos
diferentes em cada fase do desenvolvimento. Na fase pubere, na qual a quantidade de
andrégenos atuando sobre a prostata € pequena (ZHAOQ et al. 1993, HORSFALL erf al.
1994), o epitélio glandular apresentou-se com células cibicas com nicleo ocupando quase
toda célula e area luminal dilatada. Neste caso, em fun¢io dos baixos niveis de androgenos
atuantes, a quantidade de flutamida administrada foi suficiente para promover as alteracdes
morfoldgicas e estruturais na arquitetura glandular prostéatica dos animais nesta fase.

No estagio adulto, os androgenos mantém a morfologia e a fungio no tecido

prostatico, com uma taxa de proliferacio extremamente baixa, que se equilibra com a
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morte celular (CUNHA er al., 1996). Com o avangar da idade ha uma certa queda nos
niveis hormonais no organismo, principalmente de testosterona produzidas pelos testiculos.
Neste caso, os nivels de androgenos que estdio atuando sobre este Orgdo, estdo
em quantidades tais, para manter e garantir a integridade morfologica e secretoria da
glindula prostatica, ou seja, a flutamida foi capaz de inibir eficientemente a ago dos
androgenos que atuam em concentragdes limitadas nesta idade. Dessa forma, epitélio
glandular prostatico apresentou-se com alteragBes significativas, formando dobras e
constituindo-se de células altas com nicleos basais e limen reduzido com espessamento da

musculatura lisa.

Na fase pos-pibere, onde os niveis de androgenos circulantes sdo altos (ZHAO
et al. 1993, HORSFALL ef al. 1994), aparentemente houve uma maior competi¢io com a
flutamida pelos receptores androgénicos na prostata a ponto de suprimir a acdo anti-
androgénica apresentando, portanto, um efeito moderado nos compartimentos teciduais
prostaticos (proximo aos animais controle) quando comparado com as demais idades, ou
seja, acinos constituidos de células epiteliais colunares ao longo do epitélio glandular,
lamen sofrendo pouca dilatagdo e com pequenas dobras e um aumento nfo significativo da
camada muscular lisa.

Sugimura ef af., (1986) utilizando-se da técnica de microdissecc¢io da glandula
prostatica, realizou estudos preliminares da morfogénese ductal do complexo prostatico de
cobaia. Esta técnica revelou que a morfogénese da ramificacio do complexo prostatica de
cobaia é completada no nascimento, com nenhum aumento significativo no ntimero de
ramificagdes e de extremidades ductais. O crescimento e a morfogénese ductal decai em
duas fases: a pré-natal e a pds-natal. O primeire crescimento dos brotos prostaticos comega
com 35 dias de gestacdo e o crescimento prostatico e ramificagdo continua no decorrer dos
proximos 15-20 dias.

Ja o crescimento pos-natal é acompanhado principalmente por elongagdo da
rede ductal existente (fase pubere) com poucas ramificacdes adicionais (fase pos-pubere),
mas com um aumento no tamanho (volume) dos tabulos (fase adulta). A canalizagio dos
tabulos ductais ocorre pré-natalmente em todos os lobos, mas a citodiferenciagio fincional

pos-natal faz uma ligeira diferen¢a no ritmo de crescimento entre os lobos, além disso, o



numero de ductos formados pré-natalmente permanece mais ou menos inalterados até
idade adulta, embora o crescimento e difmetro dos ductos continuam aumentando.

Estas pequenas modificages nas estruturas da rede ductal de cobaia apds o
desenvolvimento pés-natal, estdo diretamente ligadas & dependéncia deste érgdo aos niveis
de androgenos circulantes e atuantes em cada fase do desenvolvimento, e em funcdo desta
variagdo na concentragdo androgénica em cada fase, pode-se fazer a descrigdo morfologica
detalhada dos trés tipos diferentes de acinos encontrados na prostata de cobaias macho ao

longo do desenvolvimento pos-natal.

rede de ductos prostaticos ocorre principaimente no periodo pés-natal (ZHAOQ et al., 1992,
DOUNJACOUR & CUNHA 1988), além disso, o compartimento estromal da prostata da
cobaia € bastante organizado, facilitando estudos envolvendo componentes estromais
conforme relatado por Horsfall er al, 1994. Ja em ratos, por exemplo, apesar da prostata
ventral possuir um estroma volumoso, as fibras musculares s3o esparsas e de superficie
irregular segundo os trabalhos de Carvalho ef al. 1997aeb.

Além disso, as andlises morfologicas e ultra-estruturais demonstraram que o
blogueio androgénico provocou uma diminuico na concentragio e espessura das fibras
colagenas e um pequeno aumento das fibras pré-elasticas entre as fibras musculares
principalmente na base epitelial, sugerindo que estas modificagdes estejam relacionadas
com a contragdo do tecido e a manutengdo da estrutura de outros componentes da matriz
extracelular durante o processo de bloqueio hormonal pela flutamida.

Cordeiro & Taboga, 2002, realizando uma analise morfométrico-estereologica
da freqiéncia relativa dos componentes teciduais prostaticos ap0s a administragio de 10
mg/Kg/animal de flutamida em cobaias macho, demonstrou que a proporgdo de estroma €
maior durante a puberdade, onde com o avangar da idade, nota-se um aparente aumento do
didmetro dos acinos e tubulos da prostata nesta espécie. Em animais controles observou-se
que o aumento no didmetro luminal dos acinos promove um estreitamento do conjuntivo e

também dos feixes de musculatura lisa que os circundam.
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Dessa forma, nas idades onde a concentracio de androgenos € pequena (fase
puberal) e onde sua concentracdo ¢ fundamental para manter a integridade funcional e
secretora prostatica em niveis normais (fase adulta), a flutamida atuou eficientemente por
marcantes nas células epiteliais acinares e nos elementos estromais. Um processo oposto
pode ser observado na prostata dos animais pos-piberes onde a concentragio de
androgenos € maior, e, portanto houve um menor bloqueio hormonal nos tecidos pela
flutamida.

A aclo diferenciada da flutamida nas varias fases do desenvolvimento pos-natal

parece estar diretamente ligada & influéncia hormonal ora absokuta (na fase adulta e pos-
puberal) ora relativa ou quase inexistente (na fase puberal), (DOUNJACOUR & CUNHA
1988).

Os receptores de androgenos estio distribuidos de forma heterogénea no
cérebro e outros tecidos de cobaias. Estes receptores sdo encontrados em concentragdes
diferentes ocupando o nucleo e/ou o citoplasma das células dos tecidos dependentes de
andrégenos (GALBRAITH & DUCHESNE, 1997), fazendo com que haja respostas
diferentes destas células a acdo androgénica.

Assim, em fungfio da competicio da flutamuda com a testosterona pelos
receptores androgénicos prostaticos e da distribuicdo heterogénea dos receptores
androgénicos no epitélio e estroma de cobaias, as células secretoras responderam
diferentemente ao tratamento, apresentando caracteristicas ultra-estruturais normais
intercalando com células que sofreram o bloqueio hormonal pela flutamida.

Tais células apresentaram alargamento das membranas do reticulo
endoplasmatico rugoso e do complexo de Golgi, influenciando diretamente no processo
secretorio prostatico o que levou a uma diminui¢do das microvilosidades no apice celular.
Este mecanismo secretdrio na prostata lateral e de algumas células da prostata dorsal de
cobaias € obviamente merderino, onde 05 granulos secretorios se fundem com a superficie
da membrana plasmatica liberando seu contetido (WONG & TSE, 1981).

A presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido nas

células acinares secretoras na préstata de cobaias do grupo controle, ¢ provavelmente a
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razdo para sua propriedade altamente basofila e uma indicacio de que estas células tém um
alto poder de sintese protéica (WONG & TSE, 1981).

As alteragdes estruturais e ultra-estruturais na arquitetura prostética de cobaias
apds o blogueio androgénico pela flutamida, podem ser explicadas com base em trés
mecanismos de a¢do das drogas anti-androgénicas ndo esteroidais nos tecidos dependentes
de androgenos, propostos por Burton & Trachtenberg, 1986: (1) Diminui¢do da ligacdo da
DHT com seus receptores por inibico competitiva; (2) Diminui¢8o da concentragio dos
receptores androgénicos; e (3) Diminuicdo da atividade da enzima So-redutase na

conversdo da testosterona para DHT.

* Estudos in vivo tém indicado que a flutamida atua principalmente em nivel
citoplasmatico por inibicio competitiva na ligagdo da DHT com seu receptor, bem como,
por uma possivel inibicSo na translocagdo do complexo receptor-DHT para o interior do
nicleo e por interferéncia na ligagdo receptor-DHT-aceptor, gerando alteragbes nos padries
ultra-estruturais  prostaticos, principalmente nas endomembranas do reticulo
endoplasmatico ¢ do complexo de Golgi, que estio diretamente relacionadas com os
processos de sintese protéica e secregio celular, respectivamente.

Eventos ultra-estruturais sobre a prostata ventral de ratos castrados associados
com a administra¢io de flutamida e de testosterona tem sido estudados (SUFRIN &
COFFEY, 1975). As prostatas dos animais castrados e tratados com testosterona
apresentavam celulas colunares altas com extensas microvilosidades e um reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgt bem desenvolvidos, indicando a capacidade da
testosterona exogena em restaurar a prostata de anmimais castrados. Contudo, nos animais
castrados que receberam o anti-androgénico flutamida e testosterona, as células epiteliais da
prostata ventral apresentavam-se cuboidais com diminuicdo de citoplasma e
microvilosidades. Estes resultados sugerem que, em nivel ultra-estrutural, a flutamida
blogueia a acdo da testosterona exOgena sobre a prostata dos animais castrados.

Sardafions ef al, 1989, sugerem que, dependendo da concentragdo sérica de
androgenos, eles podem atuar diretamente sobre a hipotalamo, modulando a agdo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e com isso regulando a sintese ¢ a liberagio

do horménio Iuteinizante (LH) pela hipdfise. Além disso, demonstraram que a aplicagdo de
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5 mg e 10 mg de flutamida em ratos durante 7 dias (duas vezes ao dia), provocou um
aumento consideravel dos niveis de LH no soro e conseqiientemente um aumento de
testosterona, uma vez que este anti-androgénico ndo inibe a secre¢io de gonadotrofinas
como ocorre com Os anti-androgénicos esteroidais (acetato de ciproterona).

Sendo assim, altos niveis de testosterona podem resultar em uma maior
competigio com a flutamida pelos receptores de andrégenos ao nivel da hipdfise, e assim
ocorrer um possivel bloqueio da agdo da flutamida. Este efeito pode ser explicado pela
diferenca de afinidade da testosterona e da flutamida pelos receptores androgenicos.

Portanto, a administracdo de 10mg/Kg de flutamida durante 10 dias no presente

estudo,podenaresuitar 'r'iom aﬁmeﬁfo deLH é consequentemente dos niveis de teé"{ésterona,
e assim interferir com a agfo anti-androgénica da flutamida ao nivel de receptores
androgénicos prostaticos, podendo levar as alteragdes ultra-estruturais observadas.

Em acréscimo aos resultados morfométrico-estereoldgicos do efeito da
flutamida nos compartimentos teciduais prostaticos descritos por Cordeiro & Taboga,
{(2002), juntamente com as andlises morfolégicas e ultra-estruturais descritas aqui, conclui-
se que este anti-androgénico possui uma agdo eficaz na inibigdo do crescimento normal, na
diferenciagio e na manutengio da integridade funcional-secretora e estrutural da prostata,
por competicdo com os receptores androgénicos nas células glandulares, alterando a
integridade morfologica e funcional, bem como comprometendo as interagdes reciprocas
entre o estroma e o epitélio desta glindula nas varias fases do desenvolvimento pés-natal
de cobaias machos. Tais alteragdes no compartimento estromal foram encontradas na
prostata humana em idade avangada por Horsfall ez al., 1994.

Dessa forma, este animal parece ser um Otimo modelo experimental para
estudos das varias formas de hiperplasias benignas prostaticas em humanos. Em particular,
a prostata de cobaias parecer ser um sistema extremamente 0til para as investigagdes das
contribuicbes das células musculares lisas para o crescimento normal da prostata e das

alteragdes relacionadas com a idade.
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LEGENDA DAS FIGURAS

FIGURAS 1 a 12 - Cortes histologicos do lobo lateral prostatico de cobaias machos
processados para historresina e corados pela Hematoxilina-eosina (Figs.: 1 a 6) e pelo Azul
de Toluidina (Figs.: 7 a 12). Figs.: 1, 3, 5, 7, 9 e 11 — Aspecto da prostata dos animais
controle. Visdo geral de um 4cino prostatico dos animais da fase pabere (figs.: 1 e 7)

envolvidos por uma camada concéntrica e espessa de fibras musculares lisas {m) e por um

estroma ndo muscular (*) na base do epitélio. Notar o epitélio acinar (ep) com células
colunares simples e niicleos basais. Lamen (L). Figs. 1 = 290X e 7 = 580X_ - Fase pos-
pubere (figs.. 3 e 9) com é&cinos transitdrios envolvidos por uma camada de fibras
musculares lisas e constituidos por um epitélio colunar com niicleos basais e pequenas
dobras. Nota-se a area clara no 4pice celular provavelmente ocupada pelo complexo de
Golgi (cabeca de seta). Figs. 3 = 290X e 9 = 580X. Os 4cinos glandulares nos animais
adultos (figs.: 5 e 11) sdo largos e delineados por uma estreita camada de musculatura lisa e
formados por um epitélio simples de células baixas sem nenhuma forma de dobramento
com micleos ocupando quase todo o citoplasma. Entre os 4cinos secretérios ha um estroma
constituido por um tecido conjuntivo fibrovascular frouxo (cf). Figs. 5 = 232x e 9 = 580X
Figs. 2, 4, 6, 8, 10 e 12 — Prostata dos animais tratados. Nos animais ptiberes (figs.: 2 ¢ 8) e
pos-puberes (figs.: 4 e 10), nota-se uma aparente diminui¢dio na espessura da camada
muscular lisa e poucas dobras no epitélio glandular, resultando em um aumento do
diametro dos 4cinos ¢ uma diminuicio da altura das células epiteliais apresentando nicleos
basais. A provavel area do complexo de Golgi é reduzida (cabega de seta). Figs. 2 ¢ 4 =
290X, 8 ¢ 10 = 580X. Nos animais adultos (figs.: 6 e 12) os 4cinos glandulares apresentam-
se com um epitélio colunar simples formando algumas dobras, com uma aparente
diminui¢do do didmetro acinar ¢ um aumento da altura das células epiteliais e da espessura

da musculatura lisa. Figs. 6 = 232X e 12 = 580X_
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FIGURA 13 a 21 - Cortes ultra-finos do lobo lateral prostatico de cobaias machos controle
(Figs.: 13 a 17} e tratado (Figs.: 18 a 21). Figs.: 13 - Visdo geral do epitélio, mostrando as
células secretoras acinares (cs) com numerosas microvilosidades (seta) 4676X. Fig.: 18 -
Epitélio secretor com endomembranas dilatadas (cabeca de seta) 3018 X. Célula basal (cb).
Nacleo da célula epitelial (n). Grinulos secretérios (g). Figs.: 14 ¢ 19 - Detalhe da
superficie celular epitelial, mostrando o arranjo abundante das microvilosidades (setas) nos
animais controle € a sua escassez nos animais tratados. Figs.: 14 = 24025X e 19 = 34800X.
Figs.: 15 — Complexo de Golgi (seta) na célula epitelial dos animais controle 22301X. Fig.:

20 - Notar 2 dilatacdo das cisternas do complexo de Golgi acima do nicleo (n), apds o

tratamento 32323X. Figs.: 16, 17 e 21 — Citoplasma das células epiteliais mostrando as
membranas do reticulo endoplasmatico rugoso (re) nos animais controle (Figs.: 16 e 17) e
sua dilatagdo apds o tratamento (Fig.: 21). Figs.:16 = 11400X, 17=21710X ¢ 21 = 8352X

FIGURA 22 a 27 - Cortes ultra-finos do lobo lateral prostatico de cobaias machos controle
(Figs.: 22,23 e 24) mostrando o estromal ndo muscular (nm) com grande quantidade de
fibras de colageno (¢) ao longo de toda base do epitélio € nos animais tratados (Figs.: 25, 26
e 27) observa-se uma diminui¢8o consideravel de fibras de colageno no estroma ndo
muscular. Epitélio glandular (ep); Membrana basal (cabecas de seta). Fibra muscular lisa
(m). Fibroblasto (). Figs.: 22 = 17400X, 23 = 38000X, 24 = 17000X, 25 = 13800X_ 26 =
17654X, 27 = 13308X.

FIGURA 28 a 34 - Cortes ultra-finos do lobo lateral prostatico de cobaias machos controle
(Figs.: 28, 29 e 30) e tratado (Figs.: 31, 32, 33 e 34) mostrando no estromal interacinar a
associacio das fibras musculares lisas, coldgenas e elasticas. Figs.: 28, 29 e 30 — Prostata
dos animais controle com grandes quantidades de fibras de colageno (c) entremeadas as
fibras musculares lisas (m) e a espessas fibras elasticas (el). Figs.. 28 = 7800X, 29 =
12000X e 30 = 20926X. Figs.: 31, 32, 33 e 34 - Estroma interacinar prostatico dos amimais
tratados com uma drastica diminuigdo das fibras de colageno e das fibras elasticas que se
tomam finas (el). Fibroblasto (f). Figs.: 31 = 7913X, 32 = 18000X, 33 = 15000X e 34 =
25050X.
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1. A flutamida promoveu alteragdes significativas e diferenciais nos componentes
teciduats do lobo lateral prostatico, desestabilizando a interagio epitélio-estroma na

dependéncia da fase do desenvolvimento pos-natal.

2. A flutamida promoveu alteragdes estatisticamente significativas na proporgdo dos
componentes teciduais prostaticos na fase pubere, nos quais os valores morfométrico-
estereologicos foram, enquanto que, nas fases pos-pibere e adulta, embora haja fortes

indicios morfoldgicos, os dados ndo foram estatisticamente significativos.

3. O padrio de distribuicio e a concentragdo dos componentes fibrilares (fibras
colagenas, reticulares e elasticas) e dos componentes celulares tanto no estroma muscular
quanto no estroma ndo muscular foram alterados apds o tratamento nas trés idades

estudadas.

4. As alteragSes ultra-estruturais prostaticas observadas nas trés idades sobre o efeito do
anti-androgénico  flutamida, foram principalmente relacionadas 4 morfologia das
endomembranas, que se tornaram dilatadas na prostata dos animais tratados, e as
microvilosidades das células epiteliais que diminuiram consideravelmente frente ao

tratamento.
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