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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. DESCRICAO ANATOMICA, FUNCIONAL E HISTOLOGICA DA PROSTATA

A glandula prostatica, ou préstata, € a unica glandula sexual acessoéria do cao
(BARSANTI & FINCO, 1997), sendo um 6rgao simétrico, de formato ovoide ou esférico,
andrégeno-dependente que circunda totalmente a uretra nos caes. A préstata é uma
estrutura de consisténcia elastica ténsil dividida em I6bulos por um sulco dorsal e
ventral e por um septo interno irregular de musculo liso. O érgao esta localizado,
predominantemente, no espacgo retroperitoneal numa situagdo imediatamente caudal a
bexiga na area do colo vesical e uretra proximal (Figura 1). A uretra passa através da
glandula prostatica, num ponto ligeiramente dorsal ao seu centro. A uretra prostatica
esta ligeiramente dilatada dentro do 6rgao, no entanto, na margem caudal, esta possui
um leve estreitamento. O coliculo seminal (crista uretral) localizado na parede dorsal da
uretra prostatica marca o ponto de entrada do ducto deferente. InUmeros ductos
prostaticos ingressam na uretra em toda a sua circunferéncia, provendo a drenagem do
6rgao (LATTIMER, 1998).

O tamanho da préstata (peso, altura, comprimento, largura e volume) é muito
variavel, variacao esta que sofre influéncia da raca e da idade do animal. A glandula
prostatica € extremamente sensivel a influéncias hormonais, sendo que em animais
castrados observa-se uma atrofia de 50% apds trés semanas e de 70% apds nove
semanas da orquiectomia (BARSANTI & FINCO, 1997; LATTIMER, 1998).

Do nascimento até os dois meses de idade, periodo que ocorre a degeneracao
do Uraco remanescente, o 6rgao se localiza no interior do abdémen, deslocando-se
apds esta época e assumindo posicao na cavidade pélvica (DORFMAN & BARSANTI,
1995). Com o desenvolvimento da maturidade sexual, aumenta de tamanho e na
puberdade se encontra limitada dorsalmente pelo reto e ventralmente pela parede
abdominal e sinfise pubiana. Com o avancar da idade no animal, comeca a se deslocar

cranialmente devido a um aumento de seu volume ocasionado por hiperplasia e assim,



principalmente em c&es idosos, se encontra completamente na cavidade abdominal
(DORFMAN & BARSANTI, 1995; BASINGER et al., 1998; LATTIMER, 1998).

Ureter

Reto
Rim
Prostata
Bexiga
Parede Abdominal
Uretra Testiculo
Osso Peniano
Tecido Erétil

Figura1. Representacdo esquematica da anatomia do aparelho
reprodutor masculino e localizacdo da glandula prostatica em
caes (Adaptado de http://www.pfizerah.com).

Além de ser dependente da idade do animal, a posi¢cdo pode variar devido a
distensdo vesical, conformacédo do cao e alteracbes patolégicas, como por exemplo,
neoplasias e abscedacdes prostaticas. Em animais obesos, com replecao vesical, ou
em casos de alteragbes prostaticas, esta pode situar-se no interior da cavidade
abdominal, fato que deve ser considerado na avaliagcdo do érgdo, pois em caes
normais, a prostata ocupa menos de 50% do canal pélvico (BARSANTI & FINCO, 1997;
BASINGER et al., 1998; LATTIMER, 1998).

O suprimento sanguineo prostatico origina-se da artéria pudenda interna, a qual
da origem a artéria prostatica, que na superficie dorsolateral penetra na capsula



prostatica. Fazem parte ainda, as veias uretral e prostadtica, que através de
anastomoses com a veia iliaca interna, sdo responsaveis pelo retorno venoso
(JOHNSTON et al., 2001).

A préstata possui dois tipos de inervacao: simpatica, controlada pelo nervo
hipogastrico, e parassimpatica, que esta sob o controle do nervo pélvico. A inervacao
simpatica estimula a contragdo do musculo liso e do epitélio secretor, promovendo
consequentemente a expulsdo do fluido prostatico em diregdo aos ductos prostaticos e
uretra. A parassimpatica também ajuda na secreg¢do dos liquidos provenientes da
prostata. Estudos em cdes e em humanos sugerem a existéncia de terminagfes
nervosas opioidinérgicas, as quais podem regular a perfusao vascular local e o tono do
estroma prostatico (JOHNSTON et al., 2001).

A glandula prostatica é responséavel pela producédo do fluido prostatico, o qual
fornece ambiente propicio para a sobrevivéncia e motilidade dos espermatozoides
durante a ejaculagéo. Outras fungdes incluem: participacao no controle do fluxo urinario
da bexiga devido ao volume de musculatura lisa, contribui com a formagéo do plasma
seminal fornecendo moléculas e enzimas como a fibrolisina, coagulase e outras que
facilitam a fertilidade e auxilia no rapido metabolismo da testosterona em
diidrotestosterona. No homem observa-se ainda, alto nivel de zinco no plasma seminal,
com acao antimicrobiana (KUMAR & MAJUMDER, 1995).

Histologicamente, a prostata canina € dividida em I6bulos, constituidos de
glandulas tubulo-alveolares compostas, sustentados por estroma de tecido conjuntivo e
musculatura lisa, envolvidos por uma espessa capsula fiboromuscular (BARSANTI &
FINCO, 1997, JOHNSTON et al., 2001). Segundo OLSON et al. (1987) e DORFMAN &
BARSANTI (1995) o estroma prostatico € composto por fibroblastos e células
musculares lisas envoltos por colageno, com vasos sanguineos e nervos. As células
glandulares presentes na prostata sdo cubicas a colunares, dispostas em dupla
camada, sendo estas um epitélio secretor colunar alto, que pode se projetar em forma
de papilas para o interior da glandula, e o epitélio basal, localizado ao longo da
membrana basal. Nos ductos, que se abrem no interior da uretra, o epitélio torna-se do
tipo transicional (DORFMAN & BARSANTI, 1995; BARSANTI & FINCO, 1997). O



estroma fibromuscular da préstata canina predomina em animais pré-puberes (entre
seis meses e um ano de idade) e, apés a maturidade sexual, o componente epitelial é
mais abundante (BARSANTI & FINCO, 1997).

2. HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (HPB)

As enfermidades prostaticas comumente ocorrem em cées, idosos e nao
castrados. Entre as diversas alteragdes que podem ocorrer, a hiperplasia prostéatica
benigna (HPB) é a mais comum. READ & BRYDEN (1995) relataram em um estudo
retrospectivo que dos 88 animais que apresentavam alteracées na prostata, 58%
destas eram compativeis com HPB. Em outro estudo, OLIVEIRA et al. (1996) avaliando
caes encaminhados a necropsia observaram que 84,6% dos animais apresentavam
alteracdo na glandula prostatica, dentre as quais a HPB representou 36,9%. A HPB é
condicdo espontanea e progressiva de aumento do parénquima relacionado com o
envelhecimento e com alteragdes hormonais em cées e humanos (WINTER et al.,
1995; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 1997; MURAKOSHI et al, 1998;
SIRINARUMITR et al., 2001; SOUZA, 2004). O cao é o unico animal doméstico que
possui esta alteragao, por isso, este € o melhor modelo experimental para o estudo da
HPB humana (COCHRAN et al., 1981; LAROQUE et al., 1994; PETER et al., 1995).

A hiperplasia tem inicio no animal com um a dois anos de idade, sendo que 16%
dos caes apresentam evidéncias histolégicas de hiperplasia (aumento no numero de
células) e hipertrofia (aumento do tamanho da célula) da préstata com dois anos de
idade, e sua incidéncia é maior com o envelhecimento. Mais de 80% dos cdes com
cinco e 95% com nove anos de idade tem evidéncias histologicas de HPB (JOHNSTON
et al., 2001; SIRINARUMITR et al., 2001).

Em seres humanos 50 e 90% possuem a doenga com 50 e 80 anos de idade,
respectivamente (BERRY et al.,, 1984; COTRAN et al, 1999; CARSON Il &
RITTMASTER, 2003). A HPB humana € nodular, e envolve varios tipos celulares
(musculares lisas, fibroblastos, e epitélio glandular), sendo que esta alteracdo é
caracterizada primariamente por proliferacdo dos elementos estromais da glandula,



promovendo compressao da uretra. O processo se inicia pela proliferagdo de
fibroblastos com posterior envolvimento dos outros elementos celulares. Ao final, os
nddulos apresentam arquitetura tecidual variada, sendo comum a observagao de areas
arranjadas de maneiras diferentes na mesma glandula (WILSON, 1980). Nos caes, o
crescimento prostatico envolve principalmente os compartimentos glandulares,
produzindo obstrucdo retal e constipagcado. No entanto, sinais clinicos sdo decorrentes
do aumento no peso prostatico de caes idosos atribuido a proliferagcdo de ambos os
compartimentos, tanto o glandular como o estromal (LOWSETH et al., 1990; COHEN et
al., 1995; LAROQUE et al.,, 1995). Segundo alguns autores (OLSON et al., 1987;
BARSANTI, 1999) estes dados sdo controversos, entretanto esta discordancia pode
estar relacionada com a idade do animal. KLAUSNER et al. (1994) e BARSANTI (1999)
sugerem que em caes jovens com cerca de 2,5 anos de idade, esta alteragdo tem maior
envolvimento glandular, enquanto naqueles com mais de cinco anos, ainda que nao
predomine, o envolvimento estromal é superior.

Outra hip6tese para esta divergéncia em relagdo a ocorréncia de hiperplasia
glandular, estromal ou dos dois compartimentos esta no fato de que a mesma préstata
pode apresentar alteracdes variadas. OLSON et al. (1987) descreveram que areas de
hiperplasia glandular podem estar associadas a areas de atrofia do epitélio secretor,
nas quais proliferacdo de elementos estromais esta presente, assim como dilatacoes
cisticas. JOHNSTON et al. (2000) definem a HPB canina como um aumento dos dois
compartimentos, tanto o estromal quanto o glandular.

O desenvolvimento, maturagdo, fungdo e progressdao do tecido prostatico a
hiperplasia ndo estdo totalmente elucidados; entretanto trés caracteristicas desta
afeccao sao bem definidas. Em primeiro lugar o crescimento prostatico € influenciado
por hormaonios testiculares, sendo que este ndo ocorre em animais castrados. Segundo,
o envelhecimento € um dos fatores, entretanto mesmo que as manifestacées clinicas se
iniciem normalmente em individuos mais velhos, o processo patol6gico que deu origem
aos sintomas pode ter se iniciado anos antes. Por ultimo, apenas o cdo e o homem
desenvolvem HPB, sugerindo que exista uma especificidade marcante nestas espécies
(WILSON, 1980).



Dentre os fatores hormonais, sabe-se que a testosterona é o principal andrégeno
circulante no organismo, e que da origem a outros dois hormonios: a diidrotestosterona
(DHT) e o 17B-estradiol. Atualmente se aceita a DHT como principal horménio
estimulador do aumento dos compartimentos estromal e glandular da prostata. A DHT é
o principal andrégeno prostatico sintetizado na préstata pela acdo de uma enzima
localizada principalmente nas células estromais, a enzima 5a-redutase do tipo 2, que
pode atuar de forma autdcrina ou paracrina nas células epiteliais glandulares
(KLAUSNER et al., 1994; MURAKOSHI et al., 1998; STEERS, 2001). Em ambos os
tipos celulares, a DHT liga-se a receptores androgénicos nucleares que sinalizam a
transcricao de fatores de crescimento para as células epiteliais e estromais (COTRAN
et al.,, 1999). Apesar da testosterona poder estimular o crescimento das células
prostaticas, a DHT possui maior afinidade por estes receptores do que a testosterona
por dissociar-se mais lentamente (WINTER & LIEHR, 1996; STEERS, 2001).

A fim de comprovar o papel dos androgenos no desenvolvimento da HPB,
inumeros estudos tentaram produzir experimentalmente esta alteragdo. WALSH &
WILSON (1976) utilizando o horménio 3 a-androstanediol (que no organismo se
converte em DHT) conseguiram desenvolver HPB em cées castrados. Resultados
semelhantes também foram obtidos por TRACHTENBERG et al. (1980), COCHRAN et
al. (1981), ISAACS & COFFEY (1981), WINTER et al. (1995) e WINTER & LIEHR
(1996). Estes estudos, descreveram que a associacdo de andrégenos a pequenas
doses de 17B-estradiol provoca maior aumento prostatico.

POULET (1985) avaliando a prostata canina em funcao da idade observou que
0s niveis plasmaticos de DHT se elevam até o primeiro ano de vida do animal e
posteriormente diminuem. Em outro estudo, KLAUSNER et al. (1994), observaram que
0s niveis séricos de estrégeno se mantém durante toda a vida animal, no entanto,
assim como o observado por POULET (1985), os niveis de testosterona e DHT
declinaram com o passar da idade. Segundo WALSH (1988), estes desequilibrios
hormonais também foram relatados em homens com mais de 60 anos.

BERRY et al. (1986) sugerem que outros fatores possam estar envolvidos no

desenvolvimento da HPB, pois € not6rio que o crescimento prostatico continua com o



declinio dos niveis de androgenos. Relatos descrevem que além do andrégeno
isoladamente, o sinergismo com estrégenos provoca o aparecimento de hiperplasia em
caes (DE KLERK et al.,, 1979; ISAACS & COFFEY, 1981; LAROQUE et al., 1994;
WINTER et al., 1995). WINTER et al. (1995) relataram que o estrégeno pode provocar
aumento no numero de receptores de andrdgenos no tecido prostatico ou deterioracao
das células da glandula pela acédo de radicais livres, e assim alterar a resposta a 5a-
redutase. Sabe-se ainda que os estrégenos alteram o metabolismo esterbide
aumentando a formagéo de DHT na préstata e estimulam o crescimento de musculatura
lisa, assim como a sintese de colageno estromal (EWING et al., 1983; POULET, 1985;
BARTSCH et al., 1987; WALSH, 1988).

O desbalanceamento entre proliferacdo e apoptose celular, como consequéncia
dos efeitos dos estr6genos, pode ocasionar o aparecimento da hiperplasia prostatica
(SOUZA, 2004). A interacao entre o componente epitelial e o estromal se altera com o
desequilibrio androgénico, podendo promover um descontrole no desenvolvimento,
migracdo e morte celular, tornando-se assim um dos fatores que contribuem no
desenvolvimento da HPB (JANULIS & LEE, 1999). KLAUSNER et al. (1994)
observaram que a sintese de DNA e a taxa de renovacéao celular estavam diminuidas
em caes com HPB induzida experimentalmente, hipotetisando assim que se a
diferenciagéo celular for bloqueada, segue-se uma diminui¢cao da taxa de morte celular,
promovendo o surgimento de hiperplasia prostética.

Uma das teorias em relacdo a patogenia da HPB sugere que o controle do
crescimento prostatico seja influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos. Os
fatores de crescimento, que sdo potentes mediadores da proliferagédo, diferenciacao e
apoptose celular, estariam relacionados com a parte intrinseca do processo. Dentre
eles destacam-se os fatores de crescimento de ceraticécitos (KGF) e o transformador 3
(TGF- B). O KGF é um importante fator de crescimento e esta localizado
predominantemente nos fibroblastos. O TGF- B estd presente nas células musculares
lisas, sendo um potente inibidor do epitélio prostéatico, induzindo apoptose celular (LEE
et al., 1997). JANULIS & LEE (1999) descreveram que as células epiteliais da préstata
possuem receptores para estes dois fatores, indicando que na glandula normal este



mecanismo esta em equilibrio. Entre os fatores extrinsecos, podem-se incluir a
presenca de testiculos funcionais, fatores ambientais e genéticos, além da producao de
andrégenos por outros érgaos como a adrenal (LEE et al., 1997).

Dentre os fatores ambientais, a presenga de linfocitos, oriundos de infiltrado
inflamatoério ndo relacionado a micro-organismos, deve ser considerado como fator
somatico para o desenvolvimento da hiperplasia prostatica, uma vez que tais células
podem promover a proliferacao das células estromais e epiteliais, assim como produzir
interleucinas e estimular a formacao de matriz colagena (LEE et al., 1997).

Histologicamente, a HPB est4 dividida em glandular e complexa (cistica). A
forma glandular pode anteceder a complexa e ocorre em cdes com menos de cinco
anos de idade (BRENDLER et al. 1983). Nesta, a préstata aumenta de forma simétrica,
onde células secretoras estao proliferando em direcao ao lumen, gerando aumento de
volume do &cino como um todo. Histologicamente o que se observa é aumento no
numero e tamanho das células epiteliais, acompanhadas por menor proliferacdo, mas
ainda assim significativa, de fibroblastos estromais e da musculatura lisa. A hiperplasia
complexa ocorre em animais com mais de cinco anos e caracteriza-se por aumento
assimétrico, com areas de hiperplasia glandular entremeadas com areas de atrofia. Os
elementos estromais sdo proeminentes, principalmente em areas atroficas.
Frequentemente, observam-se &cinos dilatados, cisticos e preenchidos por material
eosinofilico. O revestimento epitelial dos cistos varia podendo apresentar aspecto
colunar com citoplasma eosinofilico ou células cuboides sem evidéncia de capacidade
secretora (DE KLERK et al., 1979, BRENDLER et al., 1983; JUNIEWICZ et al., 1994,
KLAUSNER et al., 1994).

Ha controvérsias na literatura veterinaria no que se refere a ocorréncia de
hiperplasia ou hipertrofia na prdstata canina; no entanto, relatos sugerem que ambos
estdo presentes (OLSON et al, 1987; BARSANTI & FINCO, 1997). Segundo
BARSANTI (1999), cédes com HPB apresentam marcante aumento no numero
(hiperplasia) e no tamanho (hipertrofia) das células epiteliais, sendo o primeiro

comumente mais marcante.



Caes com HPB podem ser assintométicos. Fluido uretral intermitente, de
coloracao amarelada a hemorragica, pode ser observado, devido a presenca de cistos
que se comunicam com a uretra e pelo aumento da vascularizacdo da prostata
(JOHNSTON et al., 2001). READ & BRYDEN (1995), observaram que o primeiro sinal
clinico da doenca ¢ a presenca de gotejamento de fluido uretral ndo associada a urina,
onde 20 de 28 caes apresentaram tal alteragdo como o unico sinal clinico. Outros sinais
referidos ao aumento prostatico incluem hematuria, disuria, tenesmo, fezes ressecadas
ou amolecidas com formato laminar, dor abdominal e infertilidade, com maior
predominancia dos sinais do trato urinario (Figura 2) (READ & BRYDEN, 1995).

Compressao de colon

Aumento e inflamacgao prostatica

Figura2. Representacdo esquematica das principais alteracdes
prostaticas que propiciam o surgimento dos sinais clinicos em

caes (Adaptado de http://www.smallanimalclinic.com).
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No homem, o aumento do compartimento estromal ao redor da uretra provoca
principalmente disuria com polaquitria. Estes sinais sdo raramente visto nos caes,
assim como os sistémicos.

O diagnoéstico presuntivo da hiperplasia prostatica benigna é baseado na
anamnese, sinais clinicos, exame fisico, hematol6gico, urindlise, avaliacao da terceira
fracdo espermatica e imagens da préstata. Nenhuma predisposi¢cao racial tem sido
relatada. Palpacao retal revela aumento prostatico simétrico, superficie lisa, macia e
indolor ao toque (READ & BRYDEN, 1995; BARSANTI & FINCO, 1997; JOHNSTON et
al. 2001).

Exame radiografico abdominal se mostra limitado para caracterizacao de
enfermidades prostaticas quando comparado a ultrassonografia, no entanto, permite
definir tamanho, forma, localizacdo e densidade radiogréafica, assim como evidenciar
metastases regionais (FEENEY et al., 1987a; LATTIMER, 1998). Na posicao
ventrodorsal, o diametro da préstata normal € raramente superior a dois tergos do canal
pélvico. Embora nesta posigdo a porgao central da prostata ficar usualmente obscura
pela sobreposicdo do sacro e vértebras caudais, suas margens laterais séo
frequentemente visiveis. A prostata normal esta localizada caudalmente a bexiga, na
cavidade pélvica, com uma medida inferior a 70% da distancia entre o promontério
sacral e o pubis. Na hiperplasia, a prostata apresenta aumento superior a 70% da
distancia sacropubiana, com deslocamento dorsal do célon e cranial da bexiga (Figura
3) (FEENEY et al. 1987a; OLSON et al., 1987; ATALAN et al. 1999). A uretrocistografia
retrograda pode ser usada para demonstrar prostatomegalia e avaliar e medir a uretra
prostatica, sendo que na hiperplasia, apresenta-se inalterada ou com estreitamento
(FEENEY et al., 1987a).
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Figura3. Imagem radiogradfica de cédo em projecéo
laterolateral direita da regido caudal do abdémen
com aumento prostatico. Visibilizagdo de
deslocamento cranial da bexiga (BX) e dorsal do
célon. Notar discreta posicao abdominal da prostata
(tracos brancos), sendo que esta apresenta
aumento superior a 70% da distancia sacropubiana
(medida entre tracos pretos).

A ultrassonografia transabdominal é método seguro, ndo invasivo e sensivel para
a deteccdo de afecgdo prostatica intraparenquimatosa, além de permitir avaliar o
tamanho, margens e simetria da glandula, e homogeneidade da ecotextura parenquimal
(MEDEIROS JR & LUNARDELLI, 2003). Nos animais com HPB, a ultrassonografia
revela aumento da préstata, ecogenicidade normal ou aumentada e parénquima
homogéneo com ou sem cavitagdes cisticas (FEENEY et al., 1987b).

O diagnostico definitivo de HPB deve ser realizado pela biopsia da prostata. A
aspiracao prostatica guiada por ultrassom pode ser realizada pelas vias transabdominal
e periretal, sendo a primeira mais indicada (JOHNSTON et al., 2001). Na hiperplasia
prostatica benigna nota-se grande numero de células semelhantes as normais, com

citoplasma basofilico e com aumento nuclear em relagdo ao citoplasma (MUZZI, 1998).



12

O tratamento deve ser indicado somente nos cades com sintomatologia clinica. A
orquiectomia bilateral é o tratamento de escolha para HPB. A involugdo prostatica e
diminuicdo dos sinais clinicos iniciam-se apdés uma semana da realizagdo da
orquiectomia. BARSANTI & FINCO (1995) relataram 50% de reducdo do volume
prostatico apds trés semanas da castracao e 70 a 75% apds nove semanas. Em outro
estudo oito de nove caes apresentaram remissao completa dos sinais clinicos apés
quatro semanas da orquiectomia (READ & BRYDEN, 1995).

A resseccao cirargica da préstata ndo é recomendada como tratamento da
hiperplasia prostatica benigna. A terapia conservativa, ou seja, medicamentosa, deve
ser alternativa ao tratamento cirdrgico nos animais destinados a reprodugdo ou
naqueles onde o estado clinico contraindica a orquiectomia (SOUZA, 2004).

Dosagens terapéuticas de estrégenos podem causar diminuicdo da préstata e
reducao dos sinais clinicos por sua atuagdo na hipdfise, inibindo a liberacao de
gonadotrofina. A administracao de dietilestilbrestrol (DES) na dose de 0,1 mg/kg (VO),
por cinco dias e de cipionato de estradiol (ECP) na dose de 0,1 mg/kg até um total de 2
mg tem demonstrado involucdo prostatica (BARSANTI & FINCO, 1995). No entanto,
tais medicacdes estdo contraindicadas para o tratamento da HPB, pois, induzem
metaplasia escamosa e subsequente estase secretora, a qual pode predispor a préstata
a infeccbes secundarias (SOUZA, 2004). Trombocitopenia, leucopenia e anemia
aplasica podem ocorrer devido a supressao da medula éssea ap6s a administragdo de
estrogenos (JOHNSTON et al., 2001).

Os progestagenos, como o acetato de megestrol, acetato de
medoxiprogesterona e acetato de clormadinona, atuam na hipofise promovendo
diminuicdo da liberacdo de gonadotrofina e decréscimo da concentracdo sérica de
testosterona. Acetato de megestrol na dose de 0,5 mg/kg diariamente por quatro a oito
semanas promove reducdo prostatica (JOHNSTON et al., 2001). BAMBERG-THALEN
& LINDE-FORSBERG (1993) relataram que apds a administracéo de 3 a 4 mg/kg (SC)
de acetato de medoxiprogesterona, com doses sucessivas injetadas com intervalo
minimo de 10 semanas, ocorreu resolucdo dos sinais clinicos em 84% dos caes, e

destes 63% nao apresentaram sinais de doenca prostatica apés 10 meses. Os autores
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ainda observaram diminuicdo do tamanho prostatico em 53% dos animais apds quatro
a seis semanas.

Os efeitos colaterais das progestinas sintéticas incluem aumento do apetite,
hipotiroidismo e diabetes mellitus (BAMBERG-THALEN & LINDE-FORSBERG, 1993).

KAWAKAMI et al., (1993) relataram que 2 mg/kg/dia de acetato de clormadinona
(CMA), duas vezes ao dia por trés ou quatro meses, resultou num decréscimo do
volume prostatico em quatro semanas, com desaparecimento dos sinais clinicos apés
10 dias do inicio do tratamento. Em outro estudo, a administragédo de 2 mg/kg de CMA
resultou em 63 e 79% de reducdo do volume da préstata apoés 56 e 84 dias de
tratamento, respectivamente (ORIMA et al. 1995). Resultados semelhantes também
foram relatados por KAWAKAMI et al. (1995), SHIMIZU et al. (1995), MURAKOSHI et
al. (2001) e YASUSHIRO et al. (2001), onde ap6s o fornecimento de CMA, observaram
reducao do peso e volume prostatico, com marcante atrofia do compartimento glandular
e estromal e decréscimo nos niveis hormonais de testosterona e DHT. No entanto, altas
doses de CMA provocam diminuicdo da motilidade e do numero total dos
espermatozoides, assim como aumento da percentagem de anomalias morfolégicas
(KAWAKAMI et al. 1993 e 1995, SHIMIZU et al. 1995).

O acetato de osaterona € um antiandrogeno desenvolvido inicialmente como
farmaco terapéutico para a HPB canina. TSUTSUI et al., (2001) administraram 0,2 a 0,5
mg/kg, via oral, por sete dias, e obtiveram acentuada redugdo de 62% no volume
prostatico apés uma semana de tratamento. Tal redugéo foi superior & promovida pela
orquiectomia (60%) apés o0 mesmo periodo. Entretanto, apds seis meses do final do
tratamento, o volume da prostata retornou aos valores semelhantes ao inicio da terapia
com acetato de osaterona. Nenhuma alteragao foi observada na qualidade do sémen.

O acetato de delmadinona, que atua como antiandrégeno, possui pouca eficacia,
apresentando excelentes resultados em somente dois de nove cées tratados (READ &
BRYDEN, 1995). COURT et al. (1998) avaliando os efeitos deste farmaco sobre a
funcéo hipofisaria, tolerdncia a glicose e horménio do crescimento, descreveram que

apds a administragdo de 1,5 mg/kg ocorreu substancial supressdo da concentracao
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plasmatica do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), podendo esta diminuigdo causar
sinais de insuficiéncia de glicocorticoides.

Farmacos experimentais como a TZP-4238 e WIN-49596 provocam reduc¢do do
tamanho prostatico, diminuicao da concentracao intraprostatica de testosterona e DHT,
e decréscimo na funcao secretora da préstata (TAKEZAWA et al., 1995; JOHNSTON et
al., 2001). A flutamida, um antagonista nao esteroide dos receptores androgénicos, na
dose de 5 mg/kg/dia durante sete semanas promove reducado do tamanho prostatico
entre 10 a 14 dias, mostrando néo ter efeitos sobre a libido e producdao espermética
(JOHNSTON et al.,, 2001). No entanto, tal f&rmaco pode causar o aparecimento de
ginecomastia (SOUZA, 2004).

InUmeras farmacos inibidores da enzima 5a-redutase sdo descritas na literatura,
dentre elas, a finasterida é a mais conhecida. A finasterida, um esteroide sintético, atua
na conversao da testosterona em DHT, inibindo a enzima 5a-redutase tipo 2 (FALLER
et al., 1993; CARLIN et al., 1997). Em céaes, a administracdo do medicamento na dose
de 0,1 a 1,0 mg/kg/dia ou uma capsula de 5 mg para caes entre 5 e 50 kg, promove
reducdo do tamanho prostatico entre 40 a 70% apds oito a 12 semanas de tratamento
(LAROQUE et al., 1994; LAROQUE et al., 1995; IGUER-OUADA & VERSTEGEN,
1997; STRZEZEK et al.,, 2004). LAROQUE et al. (1995) notaram nas avaliagbes
qualitativas atrofia do epitélio prostatico, mais acentuada na regido periuretral, a qual foi
caracterizada por marcante redugdo do tamanho do lumen glandular e das células
epiteliais, diminuicdo no comprimento e complexidade das projecdes papilares dentro
do lumen acinar, e perda da atividade secretéria. Em outro estudo, SIRINARUMITR et
al. (2001) relataram diminuicdo do didmetro e volume da prostata em 24 e 52%,
respectivamente, apos 16 semanas de tratamento; observaram ainda que o percentual
de células prostaticas apoptéticas obtidas da terceira fragdo (prostatica) do ejaculado
aumentou significamente apds o uso de finasterida.

A concentragao sérica de DHT e o volume do sémen diminuem ap6s o uso de
finasterida (COHEN et al, 1995; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 1997;
SIRINARUMITR et al., 2001). IGUER-OUADA & VERSTEGEN (1997) descreveram

significativa redugdo do volume seminal a partir da oitava semana de tratamento,
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estendendo-se até a vigésima semana. Ainda segundo estes autores, a concentragao
espermatica aumentou significamente apos a administracdo de finasterida, sendo esta
inversamente correlacionada com a diminuicao do volume do fluido prostatico. Todavia,
0s niveis séricos de testosterona e outros parametros seminais nao se alteram.

Recentemente, estudos tém demonstrado a utilidade da toxina botulinica no
tratamento da hiperplasia prostatica benigna em ratos, humanos e céaes
(DOGGWEILER et al., 1998; MARIA et al,, 2003; KUO, 2005; CHUANG, 2006a;
MOSTACHIO, 2008; MOTHEO, 2009).

3. TOXINA BOTULINICA DO TIPO A

Em 1817, Justinus Kerner descreveu pela primeira vez o quadro clinico do
botulismo. Esta doenca foi assim denominada por ter sido associada a ingestdao de
salsicha (do latim, botulus = salsicha) (BONI et al., 2000). O agente etiolégico (Bacillus
botulinus) de tal patologia foi identificado somente no ano de 1895, por Emile Pierre
Van Ermengen, apoOs avaliar 34 casos de paralisia com trés mortes (BENEDETTO,
1999; HUANG et al., 2000a). No entanto, em 1922 esta denominacao foi alterada,
passando tal agente a ser chamado de Clostridium botulinum, uma vez que o termo
bacillus era utilizado para organismos aerobicos, e clostridium (Kloster, do grego = fio
torcido), além de indicar a natureza anaerodbia, refletia também sua morfologia
(BENEDETTO, 1999). Ainda na década de 20, a forma ndo purificada da toxina
botulinica foi isolada, no entanto, a sua forma purificada e cristalina foi somente isolada
em 1946 pelo Dr. Carl Lamanna (SCHANTZ & JOHNSON, 1997). Em 1949, BURGEN
et al. comprovam que o0 mecanismo de agao da toxina botulinica deve-se ao bloqueio
do impulso nervoso na juncdo neuromuscular, mediante inibicdo da liberagcdo de
acetilcolina.

A toxina botulinica é neurotoxina sintetizada pelo Clostridium botulinum, bactéria
anaerobica Gram-positiva, constituida por mistura complexa de proteinas contendo
parte toxica e outras ndo tdéxicas (DOGGWEILER et al., 1998; DRESSLER et al., 2005).
Apesar de existirem inUmeros sorotipos de toxina botulinica (A, B, C, D, E, F e G), o tipo
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A é mais amplamente estudado para fins terapéuticos (DRESSLER et al., 2005). Os
sorotipos possuem similaridade funcional, estrutural e suas seqiéncias de aminoacidos
mostram elevado grau de homologia. Quanto as diferencas entre os sorotipos,
relacionam-se ao sitio de atuacao, poténcia e duracao do efeito. A toxina botulinica do
tipo A é a mais potente, de efeito mais prolongado e mais facilmente obtida em cultura,
sendo a primeira a ser isolada na forma cristalina, estdvel e altamente purificada
(HUANG et al., 2000b).

As toxinas botulinicas sao sintetizadas como polipeptideos inativos de cadeia
simples com massa molecular de 150 kDa (Figura 4) composta por 2 por¢des com 50
kDa e 100 kDa, que desenvolvem diferentes papéis no processo de intoxicagao celular
e consequente bloqueio funcional. A ligagdo com o motoneurénio é realizada pela
porcao Hc da cadeia pesada, sendo que esta ainda possui duas subcadeias a Hcn e a
Hcc. A cadeia Hn é responsavel pela internalizacao e translocacdo da membrana na
célula nervosa (Figura 5) (BORODIC et al. 1996; AOKI, 2001a, b).

A cadeia-mae é clivada por uma protease bacteriana semelhante a tripsina,
originando assim a forma ativa, que possui uma cadeia leve de 50 kDa (L), a qual esta
associada a um atomo de zinco, e que se une por uma ligagdo dissulfidica a uma
cadeia pesada de 100 kDa (SHONE & TRANTER, 1995; REITZ et al.,, 2004;
DRESSLER et al.,, 2005). A cadeia pesada (Figura 5) contém ainda dois dominios
funcionais de 50 kDa cada, sendo estes a por¢do N-terminal (Hn) e C-terminal (Hc)
(TURTON et al., 2002).

4 Figura4. Representacdo esquematica

— 11 -}
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| Cadeia Pesada
100 kDa (Adaptado de http://btxa.com).

Cadeia Leve

50 kDa da estrutura molecular da toxina botulinica
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Toxina Intacta

Clivagem proteolitica

Toxina Ativa

Cadeia Leve (L) Cadeia Pesada
50 kDa 100 kDa
Clivagem proteolitica Quebra da ponte dissulfeto
Quebra da ponte dissulfeto Clivagem proteolitica
Cadeia Leve (L) Cadeia Hn

(Porcao toxica da toxina) (Internalizagéao e translocacao)

Cadeia Hc
(Ligacao com motoneuronio)

Figura5. Representacdo esquematica da clivagem
da toxina botulinica e suas respectivas
subunidades e fungdes (Adaptado de
http://btxa.com).

A inibicdo da liberagao de neurotransmissores promovida pela toxina botulinica é
causada pela clivagem especifica do receptor conhecido como proteina de ligacao do
fator sensivel a N-etilmaleimida soluvel (SNARE - soluble NSF-attachment protein
receptor) (DAVLETOV et al. 2005). O complexo SNARE é uma estrutura protéica pré-
formada pela juncédo da proteina sinaptossomal de peso molecular de 25 kDa (SNAP-

25), da proteina de membrana associada a vesicula (VAMP ou sinaptobrevina) e da
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sintaxina. Um fator descrito como fator sensivel a N-etilmaleimida (NSF) liga-se
avidamente a este pré-conjunto formado, dando origem ao complexo SNARE. Este
complexo desempenha papel essencial no mecanismo de exocitose, trazendo a
vesicula sinaptica para a posigao préxima a membrana plasmatica do neurénio. Para a
continuidade do processo de neuro transmissao, a dissociacdo do complexo SNARE
em SNAP e NSF é necessario, e esta quebra ocorre pela acdo de uma enzima ATPase
(SUDHOF, 1995; DOLLY, 20083).

A toxicidade da toxina botulinica A € resultado de um mecanismo com multiplas
etapas, sendo elas, ligacdo, internalizacdo e bloqueio neuromuscular que é exercida
pela alta afinidade da toxina com os receptores especificos da parede intracelular do
terminal pré-sinaptico (SIMPSON, 1980 e 1986; HUMEAU et al. 2000; TURTON et al.,
2002).

A primeira etapa descrita € a de ligacao. Nesta, a toxina botulinica, através de
sua cadeia pesada se liga extracelularmente a estruturas glicoproteicas em terminais
nervosos colinérgicos, ou seja, liga-se a terminagdo nervosa pré-sinaptica (Figura 6)
(DAVLETOV et al., 2005; DRESSLER et al., 2005). LI & SINGH (1998) descreveram
que a ligagdo acontece em receptores especificos existentes na membrana da
terminagao nervosa, sendo este sitio a proteina chamada sinaptotagmina.

A internalizacdo é realizada por endocitose da vesicula lisossomal, processo
mediado por receptores, dependente de energia, independente de célcio e parcialmente
dependente da estimulagdo nervosa (HUGHES & WHALER, 1962; SIMPSON &
DASGUPTA, 1983). Ela ocorre 20 minutos apds a ligagdo, sendo maxima depois de 90
minutos (GOSCHEL, et al. 1997). Neste processo, a ligacdo dissulfidica que une as
cadeias pesada e leve da neurotoxina € essencial, e as duas hélices longas e paralelas
na por¢do Hn da cadeia pesada fazem a mediacdo do processo de translocagao
através da membrana, para que a metade téxica, a cadeia leve, adentre o citoplasma
neural onde vai agir (Figura 6) (MONTECUCCO et al., 1996). Se a ponte dissulfeto se
quebrar antes da internalizagdo, a cadeia leve ndo consegue entrar e ha perda
completa da toxicidade (ZHOU et al., 1995; LI & SINGH, 2000).
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A terceira etapa consiste no bloqueio neuromuscular e esta ocorre sob condi¢coes
de acidificacdo (AOKI, 2001b). Esta etapa ocorre intracelularmente pela atividade de
metalo-endoprotease da cadeia leve, que promove a clivagem da proteina SNAP-25,
uma proteina essencial para a fusdo sinaptica normal e crescimento do axénio,
resultando no bloqueio intracelular da secrecdo de acetilcolina, conduzindo a uma
denervagao quimica temporaria, geralmente reversivel, e redugcao da atividade neuronal
(DOLLY, 1997; HARPER et al., 2004; REITZ et al., 2004; DAVLETOV et al., 2005;
DRESSLER et al., 2005). A propagacao do potencial de acédo, a despolarizacdo do
nervo terminal dos canais de sédio, potassio, e calcio ndo sdo afetados pela toxina
(Figura 6) (SPOSITO, 2004).

A toxina botulinica do tipo A n&do afeta diretamente a sintese ou o
armazenamento da acetilcolina ou a condugcdo de sinais elétricos ao longo da fibra
nervosa (Figura 7A). Ha evidéncias de que se a denervacado quimica induzida pela
toxina tiver duracao de trés a cinco dias, a transmissao neuromuscular se transforma do
estado maduro e estavel para a transmissao por sinapses extra juncionais (MEUNIER
et al., 2003). Estas sinapses sao devidas ao crescimento de brotamentos axonais
laterais, provenientes da terminacdo nervosa original (Figura 7B). Destes brotamentos
nervosos se iniciam as novas transmissdes sinapticas, restaurando parcialmente o
tonus muscular (Figura 7C). Estes brotamentos contém proteinas necessarias a neuro
transmissdo, como sinaptotagmina Il, sinaptofisina, e canais de calcio, de so6dio e
potassio necessarios para a conducao do potencial de agdo. Apds 63 dias da aplicacao
da toxina do tipo A, observa-se a recuperacao do terminal nervoso original, dando inicio
a involugao dos brotamentos e ao restabelecimento das proteinas de fuséo (Figura 7D)
(DE PAIVA et al.,, 1999). Esta regressdo dos brotamentos se completa em 91 dias,
recuperando neste periodo as capacidades de endo e exocitose da terminacdo nervosa
original (Figura 7E) (DE PAIVA et al., 1999; DOLLY, 2003).
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Figura 6. Representagcdo esquematica do mecanismo de acdo da toxina
botulinica do tipo A (Adaptado de http://btxa.com).
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DRESSLER et al. (2005) relataram ainda que a toxina botulinica do tipo A
promove o bloqueio de fibras autonémicas para musculos lisos e glandulas exécrinas, e
bloqueio de fibras musculares intrafusais, interferindo no reflexo espinal de estiramento.

A administracao intramuscular de toxina botulinica acarreta em pequena difusao
sistémica da neurotoxina, no entanto, a sua inativacdo devido a lentiddo em seu
transporte axonal retrogrado e ao seu peso molecular (ndo transpor a barreira
hematoencefalica), esta ndo atinge o sistema nervoso central. Indiretamente, a toxina
botulinica promove reversdo das alteragdes da inibigdo reciproca, da inibigdo

intracortical e de potenciais somatosensoriais (DRESSLER et al., 2005).

Brotamentos

Porcao neuronal
final

_"_'5-

Vesicula sinaptica
acetilcolina

Figura7. Representacdo esquematica da denervagdo quimica produzida pela
toxina botulinica do tipo A. A) Acumulo de vesicula sinaptica. B)
Desenvolvimento de brotamentos axonais laterais, provenientes da
terminacdo nervosa original em dire¢do aos nodulos de Ranvier. C)
Jungdo neuro-muscular parcialmente restaurada. D) Involugdo dos
brotamentos e recuperagdo do terminal nervoso aos 63 dias. E)
Restabelecimento da transmissdo nervosa normal aos 91 dias
(Adaptado de http://btxa.com).
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Estudos clinicos utilizando técnicas eletromiogréaficas de fibra Unica mostraram
uma atividade muscular eletrofisioléogica aumentada em musculos afastados do ponto
de injecdo, sem que fosse acompanhada de nenhum sinal ou sintoma clinico. AOKI
(2001b) em estudos histolégicos mostrou alteracdes das fibras musculares nas regioes
blogueadas, evidenciando que o raio de acdo da toxina a partir do ponto de injecao é
em média de 3 cm. Em outra pesquisa ficou esclarecido que a diluicdo do produto pode
influenciar na dispersdo. Uma maior diluicdo aumenta o raio de difusdo (MATARASSO,
1998Db).

Os efeitos da injecao de toxina botulinica podem ser sentidos entre o terceiro e 0
décimo dia apds a aplicacao, estando seu pico de acao entre o quinto e sétimo dia
(SANDERS et al., 1986). Estudos eletromiograficos mostram que a amplitude do
potencial de acdo dos musculos injetados declina ap6s 48 horas da administracéo e
atinge seu ponto mais baixo com 21 dias (MATARASSO, 1998a). Os mesmos estudos
mostraram que 100 dias ap6s a aplicacdo de toxina botulinica a amplitude dos
potenciais de acao continuava reduzida em 80%.

Dependendo da indicacdo, os efeitos benéficos da administracdo de toxina
botulinica podem perdurar por um periodo de trés a seis meses, sendo que estara na
dependéncia de varios fatores, como dose total utilizada, gravidade do quadro clinico,
presenca de outros tipos de terapia associada e fatores individuais como capacidade de
regeneragao neurologica (SANDERS et al., 1986).

Por ser um produto biol6gico apresentado em unidades biologicas (U), ndo existe
equivaléncia entre as diferentes apresentagdes farmacolédgicas da toxina botulinica do
tipo A (FULTON, 1998). Na andlise das duas apresentagcdes comerciais, BOTOX®
(Allergan — EUA) contendo 100 unidades nominais e DYSPORT® (Ipsen — Reino Unido)
contendo 500 unidades nominais, a relacdo de equivaléncia entre os dois produtos
variou de 1:3 a 1:4 em seres humanos (ODERGREN et al., 1998; RANOUX et al., 2002;
ROSALES et al., 2006). Estudos em ratos sugerem que a taxa de conversao estaria
entre 1 unidade de BOTOX® para cada 2,5 e 3 unidades de DYSPORT® (ROSALES et
al., 2006).
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As primeiras aplicagbes terapéuticas da toxina botulinica no homem ocorreram
no inicio de 1980, sendo utilizada no tratamento do estrabismo e blefaroespasmo
(SCHURCH et al., 2000; REITZ et al., 2004). Em 1989, apds inumeros estudos e
descricdo dos métodos de purificacao da toxina do tipo A, o FDA (Food and Drug
Administration), aprovou, nos Estados Unidos da América, a utilizagao da neurotoxina
botulinica do tipo A para o tratamento do estrabismo, blefaroespasmo e espasmo
hemifacial (SCHANTZ & JOHNSON, 1997). Na atualidade, a toxina botulinica vem
sendo utilizada na terapia da distonia cervical, espasticidade focal, hiperhidrose,
dissinergia do detrusor do esfincter, paralisia cerebral juvenil, fissura anal, acalasia,
analgesia, entre outras (MARIA et al., 2003; REITZ et al., 2004; DRESSLER et al.,
2005). Recentemente, esta se mostra segura e com alta efetividade no tratamento da
hiperplasia prostatica benigna humana (MARIA et al.,, 2003; CHUANG et al., 2005;
KUO, 2005; RUSNACK & KAPLAN, 2005; ANTUNES et al., 2007).

Inumeros trabalhos indicaram a efetividade da toxina botulinica do tipo A com
finalidade urolégica (MARIA et al., 1998; SCHURCH et al., 2000; PHELAN et al., 2001;
KUO, 2003; HARPER et al. 2004; KUO, 2004; REITZ et al., 2004; SCHURCH & REITZ,
2004; KARSENTY et al. 2006; THOMAS et al. 2006; KUO, 2007). O uso da neurotoxina
botulinica para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna se iniciou em virtude da
funcao prostatica ser significativamente influenciada pela inervagdo autébnoma. O
componente estatico, ou seja, o tecido epitelial prostatico (compartimento glandular)
esta sob controle parassimpatico e regulado por andrégenos, enquanto o componente
dindmico, o compartimento estromal, € influenciado simpaticamente. Tais dados
evidenciaram que a inervagdo parassimpatica colinérgica da prostata é importante na
funcdo secretéria acinar da glandula e no seu crescimento, enquanto a inervagao
simpatica noradrenérgica esta implicada na contracdo da musculatura lisa do 6rgao
(LEPOR & KUHAR, 1984; HIGGINS & GOSLING, 1989; PENNEFATHER et al., 2000;
VENTURA et al., 2002). Em adigcao, estudos relataram que receptores adrenérgicos e
muscarinicos estdo presentes nas células epiteliais e no estroma fibromuscular da
prostata humana, estimulando os fatores de crescimento epidermal, transformacéao e
proliferagdo celular (VAALASTI & HERVONEN, 1980; HEDLUND et al., 1985;
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COCKETT et al., 1993; RUGGIERI et al., 1995; RAVINDRANATH et al., 2001). BLOCH
et al. (1997) descreveram ainda que o tecido prostatico hiperplasico humano apresenta
atividade adrenérgica aumentada quando comparada com o 6rgdao normal. Destarte, a
injecdo de toxina botulinica do tipo A pode inibir a liberacao de acetilcolina, inibindo a
proliferacao celular e também induzir denervacao e atrofia do érgao (MARIA et al.,
2003; KUO, 2005).

O primeiro estudo referente ao uso da toxina botulinica do tipo A no parénquima
prostatico foram conduzido por DOGGWEILER et al. (1998). Este mostrou que a
administracdo de toxina botulinica A na préstata de ratos promoveu significativa
reducdo do peso e tamanho do 6rgao, além de induzir generalizada atrofia com
auséncia de infiltrados inflamatérios no tecido prostatico. Evidéncias de apoptose e
formacgéo de corpos apoptéticos também foram notadas.

Mais recentemente, estudos utilizando esta neurotoxina no tratamento da
hiperplasia prostatica benigna humana apresentaram excelentes resultados. O primeiro
relato desta utilizagdo ocorreu em 2003. Neste estudo, MARIA et al. (2003)
descreveram que ap0s um més da aplicagdo de 200 U de toxina botulinica A
intraprostaticamente houve redugdo da concentracdo sérica de antigeno prostatico
especifico (PSA) em 42%, do volume urinario residual em 60% e do volume prostatico
em 54% quando comparados com os valores antes do inicio do tratamento. Relataram
também que apds dois meses os volumes da préstata e residual de urina, além da
concentracao sérica de PSA sofreram redugdes de 68, 83 e 51%, respectivamente.
Observaram ainda que a qualidade de vida, identificada pelo escore de sintomas da
Associacdo Americana de Urologia, melhorou significamente nos pacientes tratados
quando comparados com o grupo controle. Nenhum efeito colateral foi descrito por
qualquer paciente que recebeu a toxina botulinica.

KUO (2005) utilizando a mesma dosagem de neurotoxina botulinica (200 U) em
10 portadores de hiperplasia prostatica benigna, obteve excelentes resultados em 80%
dos pacientes, citando significativa reducdo dos volumes prostatico total e urinario
residual apos trés e seis meses do inicio do tratamento. Nestes pacientes, o fluxo

urinario maximo apresentou um aumento significativo de 30%, passando de 7,6 para
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11,6 mL por segundo. Descreveu ainda que o volume urinario residual e o volume
prostatico diminuiram respectivamente de 243 para 36,8 mL e de 65,5 para 49,6 cm3. O
autor conclui que em pacientes que apresentam coagulopatias ou severas alteracoes
cardiacas, pulmonares e renais, no quais, procedimentos cirirgicos estao
contraindicados ou naqueles onde tratamentos conservativos falharam, a aplicacao de
toxina botulinica promoveu uma rapida e segura reducado do volume prostatico e da
resisténcia uretral.

CHUANG et al. (2005) utilizando 100 U de toxina botulinica do tipo A em 16
pacientes com préstatas pequenas e com evidéncias de HPB, observaram disuria e
leve hematuria ap6s a aplicacdo da toxina em trés pacientes. No entanto, nenhuma
complicacdo ou efeitos sistémicos adversos foram relatados. Tais pesquisadores
relataram também que todos os pacientes apresentaram melhora clinica ap6s uma
semana e que esta atingiu efeito maximo um més apds a aplicagdo. Além disso, apds
um més a média do volume prostatico e o escore de sintoma foram significativamente
reduzidos em 13,3% e 52,6%, respectivamente e que o indice de qualidade de vida
apresentou melhora de 44,7%. O fluxo urindario maximo aumentou significamente em
39,8%, passando de 7,3 para 11,8 mL por segundo. Descreveram ainda que apds 10
meses da aplicacao da neurotoxina os pacientes apresentavam resultados satisfatérios.

Durante o congresso da Associacdo Americana de Urologia ocorrido no ano de
2005, LARSON et al. apresentaram um estudo multicéntrico com 40 pacientes,
recebendo 100 ou 200 U de toxina botulinica. Os resultados apresentados
evidenciaram diminuicdo do escore internacional de sintomas prostaticos (IPSS) e
aumento do fluxo urindrio. GUERCINI et al. (2005), durante o mesmo congresso,
mostraram dados semelhantes, expondo reducdo do volume residual urinario e
prostatico, e aumento do fluxo de urina.

Recentemente CHUANG et al. (2006c¢) citaram que 31 de 41 homens (76%), que
receberam 100 ou 200 U de toxina botulinica do tipo A apresentaram melhora na
qualidade de vida. No entanto, em 29% dos pacientes ndo evidenciou-se redug¢ao
significativa do volume prostatico, entretanto em 58% destes pacientes, o fluxo urinario
aumentou. CHUANG et al. (2006b) estudando a funcionalidade da toxina botulinica na
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prostata de ratos evidenciou generalizada atrofia prostatica, com aumento significativo
na taxa de apoptose celular e reducao na proliferagdo das células. Observaram ainda
uma reducao dose dependente no volume da prostata, sendo que a administracdo de 5
U promoveu uma diminuicdo de 24,7%, enquanto a aplicacao de 20 U acarretou um
decréscimo de 54,8%. No mesmo ano, PARK et al. (2006) obtiveram resultados em
humanos semelhantes aos apresentados por MARIA et al. (2003), KUO (2005) e
CHUANG et al. (2006a e 2006c).

A primeira pesquisa referente ao uso da toxina botulinica do tipo A no
parénquima prostatico canino foi conduzido por CHUANG et al. (2006a). Neste estudo
comparativo, oito caes adultos receberam 100 U de toxina botulinica A ou solugao
salina. Os resultados nao indicaram queda significativa do volume da prostata,
entretanto, no exame macroscopico observou-se reducdo prostatica, além desta
apresentar consisténcia mais macia quando comparada com 0O grupo controle.
Avaliagbes histoldégicas realizadas com coloragdo de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling)
revelaram significativa apoptose celular apdés um e trés meses da aplicagdo da toxina.
Nenhuma complicacéo incluindo infeccdo, incontinéncia, retengao urinaria ou perda de
peso foi observada.

LIN et al. (2007) estudando os efeitos da toxina do tipo A sobre a funcao contratil
da prostata de caes observaram que apds um més da aplicagdo de 200 U houve uma
diminuicdo média de 24% no tamanho do 6rgao e significativa reducao da pressao
uretral prostatica. Tais reducdes nao foram relatadas nos animais do grupo controle ou
naqueles que receberam 100 U intraprostaticamente. Em relagdo a fungéo contratil da
prostata, os autores evidenciaram que apos a administragdo do farmaco ocorreu uma
menor resposta a estimulacdo. A aplicagdo de 100 ou 200 U de neurotoxina induziu
atrofia da glandula prostatica, sendo esta mais pronunciada no grupo de 200 U.

Estudo avaliando caes com HPB (MOSTACHIO, 2008), demonstrou remissao
dos sinais clinicos em média duas semanas apo6s a administracdo intraprostatica de
250 ou 500 U de toxina botulinica A, assim com maior homogeneidade do parénquima
do 6rgado quando avaliado pela ultrassonografia. Nesse mesmo estudo, observou-se
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ainda que a dose de 500 U de neurotoxina (Dysport®) apresentou melhores resultados
quando comparada a uma menor dose (250 U) e promoveu uma reducao significativa
dos parametros prostaticos avaliados (comprimento, altura, largura e volume), sendo
esta a dose preconizada para o inicio da terapia de animais com HPB.

O primeiro estudo referente aos efeitos da toxina botulinica A sobre a eregao,
libido e qualidade seminal de caes com hiperplasia prostatica benigna foi conduzido em
2008 (MOSTACHIO, 2008). Nessa pesquisa, evidenciou-se que a toxina botulinica nas
doses de 250 ou 500 U nao acarretaram mudancas significativas nas concentracoes
séricas de testosterona e DHT, na libido, na erecdo e também nas caracteristicas
(volume, vigor, motilidade, concentracao por mL, concentragao total e pH) e morfologia
espermatica. Dando continuidade a esse experimento, MOTHEO (2009) avaliou o
sémen e o plasma seminal de cdes ap6s a administragcdo de 250 e 500 U de TB-A.
Com base nos resultados obtidos concluiu-se que a membrana plasmatica dos
espermatozoides manteve-se preservada apds a administracdo da toxina e que a
aplicacdo do farmaco nao resultou em mudancas significativas nos parametros
espermaticos como, volume, vigor, motilidade, concentragcdo e morfologia espermatica.
Demonstrou-se ainda, que o perfil bioquimico e eletroforético das proteinas do plasma
seminal mantiveram-se inalterados.

Sendo assim, novos e conclusivos estudos clinicos e experimentais sobre as
propriedades da toxina botulinica A e da sua associagdo a outros produtos séo
necessarios para assegurar a possibilidade do uso desse farmaco no tratamento de
pacientes com HPB.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE FINASTERIDA E TOXINA
BOTULINICA DO TIPO A ASSOCIADA OU NAO A FINASTERIDA NO TRATAMENTO
DA HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA DO CAO

RESUMO - A hiperplasia prostatica benigna (HPB) tem inicio no animal com um a dois
anos de idade, no entanto, sua fisiopatologia ndo esta totalmente compreendida. O
objetivo principal do tratamento da HPB é controlar o crescimento do 6rgéo, prevenir
complicagdes e efeitos colaterais. Desta maneira, o efeito da toxina botulinica tem sido
investigado, mostrando bons resultados no homem. Com base nisso, este estudo
objetivou fornecer informacdes acerca dos efeitos da finasterida e da TB-A no
tratamento da HPB canina. Para tanto, 24 caes adultos foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos e submetidos a administracao de solucao fisiolégica 0,9%, 5 mg de
finasterida, 500 U de TB-A ou 500 U de TB-A associada a finasterida, e avaliados
durante 16 semanas. Complicacdes locais ou alteracGes sistémicas nao foram
observadas nos animais pertencentes aos grupos experimentais. Apds 16 semanas da
administracdo de 5 mg de finasterida o volume prostatico reduziu 45,3% e ocorreu um
aumento de 5 vezes nas taxa de morte celular. Comparando-se os valores do volume
prostatico apdés 16 semanas da aplicacdo de 500 U de TB-A ou 500 U de TB-A
associada a finasterida com os valores basais, observamos uma reducao de 30,9 e
51,3%, respectivamente. Neste mesmo periodo, ocorreu um aumento de seis e oito
vezes da taxa de apoptose nos animais do grupo lll e IV. Os resultados sugerem que os
trés protocolos terapéuticos promovem significativa redugcao do volume prostético e esta
se deve a apoptose celular ao invés de necrose. Desta forma, o presente ensaio
contribui de forma singular e inovadora para o conhecimento dos efeitos desta nova

modalidade de tratamento na HPB canina.

Palavras-chave: Cao, Finasterida, Hiperplasia Prostatica Benigna, Prdstata,
Toxina Botulinica A.
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CHAPTER 2 - EFFECTS OF THE ADMINISTRATION OF FINASTERIDE AND
BOTULINUM TOXIN TYPE A ASSOCIATED OR NOT WITH FINASTERIDE IN
TREATMENT OF DOGS WITH SPONTANEOUS BENIGN PROSTATIC
HYPERPLASIA

SUMMARY - Benign prostatic hyperplasia (BPH) starts the development in animals
aging about 1 — 2 years, however, its pathophysiology is not fully elucidated. The main
goal of BPH is to control the growth of the prostate, to prevent complications, and to
minimize the adverse effects. Thus, the effect of botulinum toxin A (BT-A) has been
investigated in humans with good results. Based on that, this study aimed to provide
information about the effects of finasteride and BT-A in the treatment of BPH in dogs.
For that, 24 adults dogs were randomly divided in four groups and submitted to
administration of saline solution, 5 mg of finasteride, 500 of BT-A or 500 U of BT-A
associated with finasteride, and evaluated along 16 weeks. Local complications and
systemic effects were not observed. After 16 weeks of the application of 5 mg of
finasteride the prostatic volume decreased 45,3% and occurred a 5-fold increased in the
rate of cell death. Comparing the values of the prostatic volume after 16 weeks of
administration of 500 U of BT-A or 500 U BT-A associated with finasteride with the
baseline, a decrease of 30,9 and 51,3% were observed, respectively. In the same
period, a increase of 6 and 8 times occurred in the rate of apoptosis in the animals of
group Il and IV. The results suggest that all 3 treatments protocols further significant
reduction in the prostate volume have shown to significantly reduce the volume of
prostate, and this reduction is due apoptosis instead necrosis. This way, the present
study is an innovative and singular contribution for the knowledge of the effects of BT-A

on canine prostate.

Keywords: Benign Prostatic Hyperplasia, Botulinum Toxin A, Dog, Finasteride,
Prostate.
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1. INTRODUCAO

Diante do aumento da expectativa de vida da populagdo canina € humana nos
ultimos anos, problemas relacionados a préstata, especialmente a hiperplasia prostatica
benigna vém adquirindo extrema importancia, pois acomete de 80 a 95% dos cées
entre cinco e nove anos. Em homens, 50 e 90% apresentam a doenca com 50 e 80
anos de idade, respectivamente. Portanto, esfor¢cos no intuito de aprimorar técnicas e
terapias para o tratamento desta doenga se fazem necesséario. Como o0 céo € o unico
animal doméstico que manifesta esta alteracdo, este se apresenta como o melhor
modelo experimental para novos estudos da hiperplasia prostatica benigna humana.

A etiologia e patogénese da doenca em ambas as espécies é incerta, no entanto,
pesquisas demonstraram que a préstata esta sobre influéncia da inervacao autonémica
e aos seus neurotransmissores. Evidéncias demonstram que a acetilcolina promove a
estimulacdo do crescimento da préstata, assim como a secrecdo de substancias por
parte desta. Por outro lado, a noradrenalina induz a contracdo do érgao
(PENNEFATHER et al., 2000; VENTURA et al., 2002). Por essas razdes, estudos tem
sugerido que a toxina botulinica do tipo A é efetiva o suficiente para controlar os
componentes mecanicos e dindmicos da hiperplasia prostatica benigna (DOGGWEILER
et al., 1998; MARIA et al., 2003; KUO, 2005; CHUANG et al., 2006a).

A orquiectomia bilateral € o tratamento de escolha para os cédes acometidos, no
entanto, naqueles destinados a reproducdo ou onde ha contraindicacdo, a terapia
conservativa € de grande importancia. Em pacientes humanos, o tratamento a base de
farmacos € a principal terapia, devido a problemas que procedimentos cirirgicos podem
ocasionar principalmente nos que apresentam coagulopatias ou severas alteracdes
cardiacas, pulmonares e renais. Nestes, a administracdo de toxina botulinica do tipo A
intraprostaticamente, tem propiciado excelentes resultados, com uma rapida e segura
reducéo do volume do 6rgdo e da resisténcia uretral, podendo ficar a regressao da

prostata entre 20 e 54,7%. Melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes
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também foi relatada, além de ser adequada naqueles com riscos por problemas pré-
existentes (MARIA et al., 2003; KUO, 2005).

Entretanto, a influéncia de tal neurotoxina ainda foi pouco estudada no cao,
existindo apenas poucos relatos de sua utilizacdo nesta espécie. Segundo CHUANG et
al. (2006a), apesar de nao ter ocorrido significativa redugéo do volume da prostata, as
avaliacoes histopatologicas do tecido prostatico evidenciaram aumento no ndmero de
células apoptodticas neste 6rgdo. No entanto, diferentes doses da toxina botulinica do
tipo A e suas respectivas consequéncias nao foram estudadas pelos autores.

Vale também ressaltar que grande parte dos farmacos utilizados na terapia
conservativa provocam efeitos colaterais indesejaveis, entre eles: reducao do volume
seminal, diminuicdo da motilidade espermatica, aumento de anomalias morfologicas e
inducao de alteracOes fetais. Portanto, em caes destinados a reproducao ou utilizados
em programas de criopreservagao de gametas, assim como em canideos selvagens, a

toxina botulinica A poderia ser uma alternativa.
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2. OBJETIVOS

Investigar o efeito da finasterida sobre a hiperplasia prostatica benigna canina.

Avaliar a influéncia da toxina botulinica do tipo A isoladamente ou associada a

finasterida no tratamento da hiperplasia prostatica benigna canina.

Analisar e pesquisar os efeitos dos tratamentos sobre a composi¢édo estrutural da
prostata e os indices de apoptose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados vinte e quatro (24) machos ndo castrados da espécie canina,
sem racga definida, pesando 16,7 £ 9,1 (média + desvio padrao), com idade entre quatro
e 10 anos (6,5 + 2,4), atendidos no Setor de Reproducédo e Obstetricia Veterinaria do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal — UNESP, os quais possuiam sintomatologia
clinica compativel com alteracbes prostaticas (gotejamento de fluido uretral nao
associado a urina, hematuria, tenesno, fezes com formato laminar) e que ao exame
ultrassonografico apresentaram diagnéstico presuntivo de hiperplasia prostatica
benigna. Todos os cées foram submetidos previamente e ao término do experimento a
exame clinico detalhado, sendo amostras sanguineas e urinarias coletadas para
avaliacdo hematimétrica, bioquimica (ALT e creatinina), além de urinalise. Os animais
foram alimentados com racao comercial e agua ad libitum.

Os caes foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais
contendo seis animais cada. No grupo 1 (Gl), os animais receberam solugao fisiol6gica
0,9%, dividida em duas aplicagdes de igual volume (2 mL), administradas em cada lobo
prostatico. No grupo 2 (Gll), os animais receberam a administracdo pela via oral de
uma capsula de 5 mg de finasterida diariamente durante 16 semanas. No grupo 3 (Glll),
o cdes receberam 500 unidades (U) cada de toxina botulinica do tipo A', dividida em
duas aplicacdes de igual volume (2 mL ou 250 U), aplicadas em cada lobo prostatico.
Naqueles pertencentes ao grupo 4 (GIV), os mesmos procedimentos descritos para o
Glll foram realizados, no entanto, estes ainda receberam a administracéo pela via oral

de 5 mg de finasterida diariamente durante 16 semanas.

" Dysport® - Aché Laboratérios Farmacéuticos S/A — Sdo Paulo — Brasil
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3.2. Procedimento Anestésico

Os cdes dos grupos |, Ill e IV foram pré-medicados com levomepromazina' (1
mg/Kg, IM) e meperidina (3 mg/Kg, IM) associados na mesma seringa. Apos 15
minutos, a anestesia foi induzida com propofol? na dose de 5 mg/Kg de peso corpéreo
para a intubacado orotraqueal, que foi procedida utilizando-se sonda de Magil de
didmetro adequado ao porte do animal. Posteriormente, os animais foram mantidos
com anestesia geral inalatéria (isofluorano®) diluida em 100% de oxigénio e fluxo de 30

mL/Kg/min em circuito com reinalagéo parcial de gases sob ventilagdo espontéanea.
3.3. Toxina Botulinica do Tipo A

Previamente a diluicdo, a toxina botulinica A utilizada foi mantida em refrigerador
entre 5 e 8°C, seguindo-se a orientagédo fornecida pelo fabricante.

A diluicao utilizada para a toxina botulinica A foi a proposta por GARCIA &
FULTON (1996), na qual 4,0 mL de solugdo salina 0,9% é acrescida ao liofilizado,
tomando-se o cuidado de usar mascara, luvas e dculos protetor. Preconizou-se também
a injecdo lenta da solucdo fisiolégica no interior do frasco, evitando-se assim a
formacao de bolhas (SPOSITO, 2004).

Apb6s a introducdo da solucéo fisioldgica, homogeneizou-se delicadamente a
suspensao até total dissolucdo. A homogeneizacao suave é importante, para que a
estrutura conformacional da proteina ndo seja alterada (GARCIA & FULTON, 1996).

Em virtude da maior parte das pesquisas urologicas serem realizadas utilizando
a medicacdo BOTOX® e a dose de 100 ou 200 U, e neste experimento estar-se usando
a medicacdo DYSPORT®, realizou-se a equivaléncia dos produtos empregando a taxa
de conversdo de 1 unidade de BOTOX® para cada 2,5 unidades de DYSPORT®

(ROSALES et al., 2006), promovendo desta maneira o uso da mesma dose

" Neozine® - Sanofi Aventis — Sdo Paulo — Brasil
* Diprivan® - AstraZeneca — Sdo Paulo — Brasil
3 Forane® - Abbott Laboratérios do Brasil Ltda — So Paulo — Brasil



35

preconizadas pelos trabalhos cientificos avaliados, entretanto, utilizando a dose de 500
unidades da toxina botulinica do tipo A.

Reconstituindo 500 U de toxina botulinica A em 4,0 mL de solugéo fisiolégica
obteve-se a concentracao de 12,5 U de toxina botulinica A para cada 0,1 mL de solugao
ressuspendida.

3.3.1. Técnica de Aplicacao

A administracdo da toxina botulinica A foi realizada em todos os animais do Gilll
e GIV, perfazendo 12 céaes. Os animais foram submetidos previamente a jejum
alimentar e hidrico de 12 e quatro horas, respectivamente.

Apoés anestesia, tricotomia da regido pré-escrotal e antissepsia, 0os animais foram
acomodados em decubito dorsal. Com o auxilio do aparelho de ultrassom, a glandula
prostatica foi identificada por via transabdominal. Ato continuo, introduziu-se agulha de
calibre (60x10 ou 80x10 mm) adequado ao porte do animal no interior da préstata, e
cada lobo dos animais do Glll e GIV receberam 250 U ou 2,0 mL de toxina botulinica A,
totalizando 500 U. Afim de facilitar a administragdo da toxina botulinica, procedeu-se a
fixacao digital do 6rgao por palpacao retal. Uma aplicacdo de Penicilina G-Benzatina
(40.000 Ul/Kg, SC) foi realizada imediatamente apds o procedimento.

3.4. Mensuracao do Diametro e Volume Prostatico

Antes e ap0s quatro, oito e 16 semanas da realizagdo dos tratamentos, os caes
foram submetidos ao exame radiografico da regido abdominal caudal e
ultrassonografico da préstata.

3.4.1. Radiografia Simples e Uretrocistografia Retrograda

Os animais foram submetidos aos exames radiograficos simples e contrastados

(uretrocistografia retrograda). Para tal foi utilizado um aparelho de raios-X com poténcia
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maxima de 600 mA e 125 Kvp, provido de colimador luminoso e mesa de tempo moével
com grade de Potter-bucky, chassi radiografico com ecrans verde, filmes radiograficos
18x24 cm, 24x30 cm, 30x40 cm ou 35x45 cm e proteg¢ao radiografica como avental,
protetor de tiredide e luvas plumbiferas.

Os filmes foram identificados empregando-se identificador radiografico luminoso
e processados automaticamente. A técnica radiografica preconizada variou de acordo
com a espessura e regiao a ser radiografada.

Mantendo os animais posicionados em decubito lateral direito, com os membros
tordcicos e pélvicos paralelos entre si e tracionados cranial e caudalmente,
respectivamente, realizou-se o exame radiografico simples. O feixe de raios-X foi
centrado na regido pubica, delimitado pela terceira ou quarta vértebra lombar e
caudalmente pela face caudal da coxa do animal.

A avaliagdo da prostata pelo exame radiografico simples consistiu na
determinacdo da sua localizagdo (abdominal ou pélvica), do seu tamanho, da
regularidade do contorno, da densidade radiografica e das alteragbes associadas as
estruturas adjacentes a glandula. Com base nas citacdes de FEENEY et al. (1987a) e
ATALAN et al. (1999) realizou-se a mensuracdao do tamanho prostatico, sendo o
didmetro obtido comparando-se a medida da distancia entre o promontério sacral e o
pubis, com a dimensao craniocaudal da préstata, onde a glandula normal nao devera
ultrapassar 70% desta distancia (sacropubiana). Os demais aspectos radiogréaficos
foram avaliados segundo LATTIMER (1998).

Posteriormente, com o animal ainda em decubito lateral direito, foi inserida uma
sonda uretral flexivel para o esvaziamento da bexiga urindria e posterior realizagdo da
uretrocistografia retrégrada. Para a mesma, realizou-se a infusdo de contraste iodado
diluido em solucdo fisioldégica 0,9% na proporcdo de 1:2, respectivamente. Com a
bexiga repleta, a sonda foi deslocada e sua extremidade reposicionada caudal ao osso
peniano. Apds compressdo mecéanica da glande, com o auxilio de uma seringa, foi
injetado lentamente um volume aproximado de 2 a 7 mL de contraste iodado sem
diluicdo, dependendo do porte do animal, para produzir distensdo da mesma. Nesse

momento, promoveu-se a exposicao radiografica.
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A uretrocistografia retrégrada teve como objetivo delimitar a simetria glandular
periuretral, a regularidade da superficie interna da uretra e o refluxo prostatico anormal.
A técnica e os critérios de avaliacdo da uretra prostatica foram feitos com base no
estudo de JOHNSTON et al. (1991).

3.4.2. Ultrassonografia Prostatica

Mantendo os cdes em decubito dorsal, procedeu-se a ultrassonografia por via
transabdominal, utilizando um aparelho de ultrassom' com modo bidimensional em
escala de cinza e transdutores microconvexo de 5,0MHz e 7,5MHz, a fim de obter, de
cada animal, imagens longitudinais e transversais. Nessas imagens foi possivel avaliar
o contorno, ecotextura, homogeneidade do parénquima e mensurar o comprimento
craniocaudal (C), a largura transversal (L), e a altura dorsoventral (A) da prostata. O
volume prostético foi obtido através da férmula: volume = (1/26 x C x L x A) + 1,8,
preconizada por SIRINARUMITR et al. (2001). Para facilitar o exame foi realizada
palpacgéo retal, com a fixacdo digital do 6rgdo e os dados ultrassonograficos obtidos
pelo mesmo operador (ultrassonografista).

3.5. Avaliacao Anatomopatoldgica

Para cada grupo experimental, dois animais foram anestesiados e submetidos a
laparotomia oito semanas apds o inicio do tratamento. Através da laparotomia, a
glandula prostatica foi localizada e um fragmento de cada lobo do érgéo foi retirado e
armazenado em formol 10%.

3.5.1. Avaliagdo Histologica

Para analise histolégica, o material foi transferido para o alcool 70%, até a

retirada do excesso de fixador. Apds a retirada do fixador, os fragmentos foram

! Aquila Vet — Esaote PieMedical — Holanda.
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desidratadas em série crescente de etanol (70-100%), diafanizadas em xilol,
embebidas e incluidas em parafina plastica. As sec¢des histologicas foram obtidas em
microtomo automatico, obtendo-se cortes de 5Sum em sequéncia semi-seriada
(1corte/100um desprezados). Os cortes foram corados em hematoxilina-eosina
segundo a metodologia de BEHMER et al. (1976). O processamento histologico foi
realizado no setor de Técnicas Morfoldégicas do Laboratério de Histologia da
FCAV/UNESP.

3.5.2. Avaliac&o in situ da apoptose via TUNEL

Para avaliar a apoptose em células prostéticas foi realizado o método do TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling). O principio
desse método se baseia na clivagem do DNA genbmico durante a apoptose,
quebrando-o em dois segmentos, um com alto e outro com baixo peso molecular do
DNA (mono e oligonucleossomos respectivamente). Esses fragmentos livres podem
sem identificados por marcador livre 3'-OH terminal com nucleotideos modificados
através de uma reacdo enzimatica. A reacdao do TUNEL preferencialmente marca
segmentos de DNA clivados durante a apoptose. Esse procedimento permite
discriminar a apoptose da necrose e das clivagens primarias de DNA induzidas por
drogas citostaticas ou por irradiacdo. O TUNEL pode sofre interferéncias, apresentando
resultados falso-negativos ou falso-positivos. Os falso-negativos ocorrem, pois o DNA
clivado pode ser isento ou incompleto em algumas formas de apoptose. Isso acontece,
pois certos componentes da matriz extracelular podem prevenir o acesso do TdT aos
segmentos de DNA. Os falso-positivos acontecem, pois a fragmentagao extensiva do
DNA pode advir em estados tardios de necrose.

As fitas de DNA também podem ser proeminentes em populagées de células
com alto grau de proliferacdo ou atividade metabdlica. Nesses casos, € possivel obter
um resultado falso-positivo. Para confirmar o processo apoptético de morte celular, a
morfologia dessas respectivas células deve ser examinada com muito cuidado. As

mudancas morfolégicas durante a apoptose tem uma caracteristica padrao, tornando a
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avaliacdo da morfologia celular um parametro importante nas situagées em que
algumas ambiguidades na interpretacédo dos resultados.
O ensaio de TUNEL foi realizado utilizando o kit "In Situ Cell Death Detection Kit

Fluorescein"’

. Cortes histoldgicos colados em laminas revestidas por organo silano
obtidos na oitava semana de tratamento, foram desparafinizados, hidratados e
permeabilizados em solu¢do de Proteinase K 20 pg/mL diluido em tampéao Tris-HCI
10mM, pH 7,4 e incubadas por 10 minutos a 37°C em camara umida. As laminas
empregadas como controle foram incubadas com Dnase | (10 U/uL) diluida em tampao
Tris-HCI 50mM, pH 7,5 por 30 minutos a temperatura ambiente em camara umida. Em
seqguida, ao abrigo da luz, os cortes foram incubados com solu¢cdo de TUNEL (enzima
TdT-Terminal deoxynucleotidyl Transferase) na diluicdo 1:10 entre os reagentes A
(Enzyme Solution) e B (Label Solution) do kit, seguindo-se a orientagdo do fabricante
por 1:30 horas 37°C em camara umida. A lamina do controle negativo foi incubada
somente com o reagente B, omitindo-se o reagente A.

Posteriormente, os cortes foram lavados 3 vezes em tampé&o PBS pH 7,3 por 10
minutos. As laminas foram secas e montadas em Prolong antifade. A visualizacao foi
realizada em microscopio de fluorescéncia com filtro para fluoresceina em aumento de
40 vezes. Foram avaliados 500 nucleos (células) por lamina para expressar o indice de
apoptose, sendo o numero de células apoptoéticas expresso em relagdo ao nimero total
de células contadas.

3.6. Analise Estatistica

No experimento foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado,
composto por quatro tratamentos e seis animais por tratamento, totalizando 24 animais.
Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
t de Student pareado, empregado para comparagdo de medias entre os diferentes

tempos dentro do mesmo grupo.

" Roche Applied Science — Alemanha.
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O teste de Tukey foi usado para comparac¢ao de médias, entre 0s grupos, obtidas
durante cada tratamento.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa SAS System'
(SCHLOTZHAUER & LITTELL, 1997). Diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

I'SAS System (Statistical Analysis System) Version 9.0 — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA
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4. RESULTADOS

Os 24 animais selecionados para compor 0s grupos experimentais apresentavam
sinais clinicos, radiograficos e ultrassonograficos compativeis com hiperplasia
prostatica benigna. Os principais sinais clinicos observados antes do inicio dos
tratamentos foram: hematuria, sangramento espontaneo pelo pénis e dificuldade de
defecacao, correspondendo estes a 55, 23 e 15% das alteracdes, respectivamente.

Segundo os dados obtidos durante a realizagdo do experimento, os sinais
clinicos observados pelos proprietarios cessaram em média apés duas semanas da
administracdo da medicacdo. Este resultado foi semelhante quando comparado o Gl
(finasterida), Glll (toxina botulinica A) e GIV (toxina botulinica A + finasterida). No
entanto, os animais pertencentes ao grupo | ndo apresentaram melhora do quadro
clinico e os sinais permaneceram variaveis durante as 16 semanas de avaliagao.

Os demais resultados obtidos no presente ensaio estdo apresentados
distintamente em trés partes. A primeira refere-se aos animais que receberam a
administracdo de solucgao fisiolégica 0,9% (Grupo | - controle). A segunda parte refere-
se aos caes que receberam 5 mg de finasterida. A terceira parte engloba os achados da
administragdo de 500 U de toxina botulinica do tipo A isoladamente ou associada a
finasterida nos grupos Il e IV, respectivamente.

4.1. Analise dos Animais Tratados com Solucao Fisioldgica 0,9%

4.1.1. Mensuragdo do Diametro e Volume Prostatico

4.1.1.1. Avaliacdo Radiografica

Ao exame radiografico simples o aumento de volume prostatico foi visibilizado

pelo deslocamento cranial da bexiga e deslocamento dorsal do célon. Exceto em um

animal onde a préstata ndo foi visibilizada, todos os outros cées apresentaram
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dimensbes prostaticas craniocaudais na projecdo radiografica laterolateral,
ultrapassando 70% da medida entre o promontério sacral e o pubis. Na uretrocistografia
retrébgrada também foi possivel visibilizar as mesmas altera¢cdes observadas ao exame
radiografico simples, além de pequena perda de simetria da uretra prostatica em dois
animais do grupo |, as quais ndo foram visibilizadas ao final das avaliagées.

O didmetro prostatico, expresso como porcentagem da medida entre o
promontério do sacro e o pubis, ndo foi significativamente diferente entre os periodos
antes do inicio do experimento.

A média do didmetro prostatico dos animais que receberam solucéo fisioldgica
0,9% era de 63 * 5,7%. Nas avaliacbes radiograficas (simples e uretrocistografia
retrograda) dos animais do grupo | néo foi possivel apds quatro, oito e 16 semanas
notar redugcao da glandula prostatica, assim como o seu retorno a cavidade pélvica e
auséncia de deslocamento do célon. Alteracbes de regularidade de contorno e de
densidade radiografica, caracterizadas por distorcdes de radiopacidade, ndo foram
observadas ao exame no inicio, durante e ao final do experimento em todos os céaes do

grupo .

4.1.1.2. Avaliagdo Ultrassonografica

Antes do inicio do tratamento, prostatomegalia e alteragdes do parénquima foram
observadas ao exame ultrassonografico, consistindo em aumento simétrico, ecotextura
variando de lisa a aspera e ecogenicidade mista. Pequenas lesdes cavitarias (cistos)
intraparenquimais também foram evidenciadas pelo exame ultrassonografico em todos
0s animais.

Quatro semanas apdés a administracdo da solucdo fisiolégica 0,9%, a
ultrassonografia transabdominal nao revelou redugcdo dos parametros volume,
comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura transversal da préstata.
(Tabela 1). Na oitava e décima sexta semana, as variaveis observadas se mantiveram
inalteradas, sendo estas nao significativas quando confrontadas aos valores basais
(tempo 0).
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As médias e desvios padrao dos parametros prostaticos dos seis animais
estudados, antes e ap6s a administracdo intraprostatica de solucao fisiolégica 0,9%,
estdo representados na Figura 1.

Tabela1. Valores médios * desvio padrdo dos parametros prostaticos de seis caes
que receberam a administracao intraprostatica de solucao fisiolégica 0,9%
(Grupo ), no periodo de 16 semanas. Jaboticabal — SP, 2012.

Comprimento Altura

Semanas Craniocaudal Dorsoventral Largura Transversal (cm) Volume (cm®)

(cm) (cm)
0 4,93 +0,77" 3,98 + 0,59 5,24 +0,43" 42,27 +12,56"
4 4,96 +0,72% 4,01 +0,56" 5,30 £ 0,42 43,20 + 12,26 "
8 5,01 +0,79" 4,02 +0,63" 5,24 +0,43" 43,36 + 12,91
16 4,99 +0,71% 4,04 +0,61" 5,19 +0,42"* 43,00 + 12,52*

A, B — Médias na mesma coluna com uma letra mailscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
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Figura1. Representacdo grafica das médias e desvios padrdo dos parametros
prostaticos (comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura
transversal) de seis cdes que receberam a administracdo intraprostatica
de solugdo fisioldgica 0,9% (Grupo ).

4.1.2. Avaliagdo Histoloégica

Histologicamente, a hiperplasia prostatica benigna dos animais pertencentes ao
grupo | apéds oito semanas da administragéo de solugéo fisioldgica 0,9% foi classificada
em epitelial cistica (a qual apresenta acinos glandulares dilatados, irregulares,
revestidos por epitélio cubico simples com ou sem secregao intraluminal) ou complexa
(proliferacdo do componente epitelial e estromal) (Figura 2). Nenhum sinal de necrose
foi observado.

4.1.3. Avaliacéo in situ da Apoptose via TUNEL
A mensuracdo da apoptose via TUNEL evidenciou pequeno grau de morte

celular nas seccdes dos animais do grupo controle (Figura 2). Apdés 8 semanas do

tratamento, a média de apoptose foi de 14,2 + 2,1 células.
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Figura2. (A) Fotomicrografia de tecido prostético corado por hematoxilina-
eosina evidenciando hiperplasia complexa (Gl). Observar proliferacdo estromal (seta
grossa) e epitelial cistica (seta fina). (B) Tecido prostatico tratado com solugao
fisiolégica 0,9% submetido a marcacdo de nucleos apoptoéticos (TUNEL). Observar
pequena morte celular (pontos verdes).

4.1.4. Variagbes Hematimétricas, Bioquimicas e Urinalise

Os resultados hematimétricos, bioquimicos (ALT e creatinina) e urinalise obtidos

dos animais no inicio e apds oito e 16 semanas do tratamento permaneceram dentro

dos valores de referéncia para a espécie (KANEKO, 1997).

4.2. Analise dos Animais Tratados com 5 mg de Finasterida

4.2.1. Mensuragao do Diametro e Volume Prostatico

4.2.1.1. Avaliagdo Radiogréafica e Ultrassonografica

A média do didmetro prostatico dos animais que receberam 5 mg de finasterida

foi de 58,3 = 7,8%. Apds quatro semanas da administracdo de finasterida néo foi
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observada redugdo no diametro prostatico. Entretanto, uma redugao significativa do
diametro apo6s 8 e 16 semanas do inicio do tratamento foi notada, visibilizando valores
de 46,8 £ 3,4% e 45,4 + 5,3% respectivamente. Nenhuma alteracdo de contorno e
radiopacidade foram notadas ap6s as 16 semanas de tratamento.

A média do volume prostatico dos animais incluidos no grupo Il no inicio do
experimento era de 34,28 + 12,75 cm3. Apdés 16 semanas da administracdo da
finasterida o volume da préstata regrediu em todos os caes pertencentes a este grupo,
causando uma reducdo significativa de 45,3% na média do volume da glandula
prostatica (de 34,28 £ 12,75 para 18,76 + 7,95, p < 0,01, Tabela 2). Comparando os
dados obtidos para volume prostatico apds quatro e oito semanas com os valores
basais (tempo 0), o percentual de reducdo alcancado foi de 33,6 e 43,0%,
respectivamente.

As médias e desvios padrao dos parametros prostaticos dos seis animais
estudados, antes e apds a administracdo didria de 5 mg de finasterida, estao

representados na Figura 3.

Tabela2. Valores médios + desvio padrdo dos parametros prostaticos de seis caes
que receberam a administracdo de 5 mg de finasterida (Grupo Il), no
periodo de 16 semanas. Jaboticabal — SP, 2012.

Comprimento Altura
Semanas Craniocaudal Dorsoventral Largura Transversal (cm) Volume (cm®)

(cm) (cm)
0 4,18 +0,59% 3,90 + 0,52* 5,02 +0,53"% 34,28 + 12,75
4 3,60 £0,57° 3,40 £ 0,49° 4,27 +0,51° 22,76 £ 9,28°
8 3,38 +0,57° 3,17 £0,49° 4,08 +0,54° 19,54 + 8,32°
16 3,33+0,52° 3,18 £0,50° 3,95+0,59° 18,76 +7,95°

A, B — Médias na mesma coluna com uma letra maidscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 3. Representacdo grafica das médias e desvios padrdo dos parametros
prostaticos (comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura
transversal) de seis caes que receberam a administracdo de 5 mg de
finasterida (Grupo ).

4.2.2. Avaliagdo Histologica

Histologicamente, o tratamento com finasterida nos animais do grupo |l provocou
achatamento do epitélio de revestimento com diminuicdo do volume ocupado pelo

compartimento glandular e estromal. Nenhum sinal de necrose foi observado.

4.2.3. Avaliacao in situ da Apoptose via TUNEL

O tratamento com 5 mg de finasterida promoveu aumento significativo no indice
de apoptose das células. Apdés 8 semanas do tratamento, a média de apoptose foi de
69,7 £ 12,4 células. Comparando esses dados com o0s obtidos no grupo controle, a

administracao da finasterida promoveu um aumento de 5 vezes na taxa de apoptose.
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4.2.4. Variagbes Hematimétricas, Bioquimicas e Urinalise

Os resultados hematimétricos, bioquimicos (ALT e creatinina) e urinalise obtidos
dos animais no inicio e ap6s oito e 16 semanas da administracao de 5 mg de finasterida
permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie (KANEKO, 1997).

4.3. Analise dos Animais Tratados com Toxina Botulinica do Tipo A
Isoladamente ou Associada a Finasterida

O método de administragdo da toxina botulinica A mostrou-se seguro e de baixa
complexidade. A progressao da agulha no parénquima prostatico e os locais de injecao
da toxina (Figura 4) foram facilmente controlados pela ultrassonografia transabdominal.

Nenhuma complicacdo local ou efeitos sistémicos foram observados apds a
administracdo da neurotoxina. Hematuria ocasional foi notada nas primeiras 24 horas
apés a injegdo em dois animais, entretanto, esta alteracdo resolveu-se
espontaneamente e no decorrer do periodo de observacdo nenhum sinal macroscépico
de sangue foi notado durante a miccdo dos caes. Os exames prostaticos realizados
pela palpagdo retal revelaram que a préstata se encontrava mais macia apds a
administragdo de toxina botulinica do que no inicio do tratamento.

Figura 4. Imagem ultrassonografica
evidenciando area
hiperecogénica (seta) no
parénquima prostatico
canino devido a dispersao
da solucdo de toxina
botulinica do tipo A.
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4.3.1. Mensuragao do Diametro e Volume Prostatico

4.3.1.1. Avaliagdo Radiografica

Assim como nos animais pertencentes ao grupo |, as avaliagdes radiograficas
dos 16 cédes que compunham os grupos lll e IV mostraram deslocamento cranial da
bexiga e dorsal do c6lon, com dimensodes prostaticas superiores a 70% da medida entre
o promontdrio sacral e o pubis. Durante a uretrocistografia retrégrada foi observado
refluxo do meio de contraste para a préstata na primeira avaliagdo em um dos animais
do grupo lll, sendo este ndo mais identificado durante e ao final das observagoes.

A média do diametro prostatico dos animais do grupo lll e IV foi de 61 £ 9,7% €
68 + 12,9%, respectivamente. Igualmente como observado para os animais do grupo |,
nao foi possivel notar visualmente a reducdo da glandula prostatica no grupo dos
animais que receberam 500 U de toxina botulinica. Este resultado possivelmente
ocorreu devido a menor redugdo de parametros que a administracdo da neurotoxina
botulinica proporcionou aos animais desse grupo. Alteragdes de radiopacidade e
contorno ndo foram observados.

Diferentemente do grupo lll, foi possivel apdés 8 e 16 semanas notar visualmente
reducao da glandula prostatica nos animais que receberam a administracdo de 500 U
de toxina botulinica do tipo A associada a ingestdo oral de 5 mg de finasterida
diariamente. Ap6s 8 e 16 semanas do tratamento, a média do diametro prostético era
de 51,6 + 7,8% da medida entre o promontério sacral e o pubis e de 53 + 6,1%,
respectivamente. Comparando esses dados com os valores pré-tratamento, a reducéo
foi de 24 + 18% apds 8 semanas e de 22 * 8,3% depois de 16 semanas do inicio do
experimento. No que se refere ao tratamento ap6s 4 semanas, o didmetro prostatico

nao apresentou reducgao significativa.
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4.3.1.2. Avaliagdo Ultrassonografica

Ao exame ultrassonografico inicial dos animais dos grupos Il e 1V foi visibilizado
aumento prostatico simétrico, micro cistos intraparenquimais e parénquima de
ecogenicidade mista. Evidenciou-se que durante as 16 semanas de avaliacao dos caes
pertencentes aos grupo Il e IV ocorreu um decréscimo das lesdes cavitarias (cistos)
intraparenquimais e aumento na homogeneidade do parénquima prostatico. Areas de
alteracdes de ecogenicidade nos locais de aplicacdo da toxina botulinica ndo foram
observadas durante os exames ultrassonograficos da préstata.

A média do volume prostatico dos animais que receberam 500 U de toxina
botulinica do tipo A (grupo lll) no inicio do experimento foi de 32,57 + 8,27 cm3. Apds
quatro semanas da administragdo da neurotoxina o volume da préstata regrediu em
todos os caes pertencentes a este grupo, causando uma reduc¢ao significativa de 26,3%
na média do volume da glandula prostatica (de 32,57 + 8,27 para 24,00 + 5,98, p <
0,01, Tabela 3). A altura dorsoventral da préstata também apresentou diminuicao
significativa apds quatro semanas, passando de 4,03 £ 0,39 para 3,51 £ 0,36 cm (p <
0,05). As demais variaveis, comprimento e largura, ndo apresentaram reducoes
significativas neste periodo (Tabela 3).

Na oitava semana de avaliagdo observou-se uma mudanga significativa no
parametro comprimento prostatico. Comparando os dados obtidos com os valores
basais (tempo 0), a média do comprimento passou de 3,97 + 0,39 para 3,48 £+ 0,32 cm
(p < 0,05, Tabela 3). As variaveis volume e altura da glandula prostatica permaneceram
significamente reduzidas neste periodo, atingindo o volume sua reducdo maxima
(31,7%) durante o periodo experimental.

Apds 16 semanas da administracdo de toxina botulinica A nos animais do grupo
[ll, os resultados foram mantidos, permanecendo as redugdes apresentadas pelo
volume, comprimento e altura estatisticamente significativas.

As médias e desvios padrao dos parametros prostaticos dos seis animais
estudados, antes e apds a aplicagdo de 500 U de toxina botulinica, estao representados
na Figura 5.
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As imagens ultrassonograficas de um dos caes pertencente ao grupo lll,

demonstrando as reducbes dos parametros comprimento, altura e largura prostéatica
estdo apresentadas na Figura 6.

Tabela3. Valores médios * desvios padrao dos parametros prostaticos de seis caes
que receberam a administracdo intraprostatica de 500 U de toxina

botulinica do tipo A (Grupo Ill), no periodo de 16 semanas. Jaboticabal —
SP, 2012.

Comprimento Altura

Semanas Craniocaudal Dorsoventral Largura Transversal (cm) Volume (cm?®)

(cm) (cm))
0 3,97 £0,39" 4,03 +0,39% 4,92 +0,43% 32,57 £ 8,27 "
4 3,54+0,36"  3,51+0,35° 4,59 +0,34" 24,00 +5,98°
8 3,48 +0,32° 3,40 +0,33° 4,43 +0,41"° 22,25 +545°
16 3,50 +0,30° 3,41 £0,33° 4,43 +0,47% 22,48 £ 567°

A, B — Médias na mesma coluna com uma letra mailscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
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Figura5. Representacdo grafica das médias e desvios padrdo dos parametros
prostaticos (comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura
transversal) de seis cdes que receberam a administragédo intraprostatica
de 500 U de toxina botulinica do tipo A (Grupo IlI).
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Figura 6. Imagem ultrassonogréfica longitudinal (A) e transversal (B) prostatica de
um cao (Glll) antes do tratamento. Ultrassonografia longitudinal (C) e transversal (D) da
prostata apés 8 semanas da administracdo de 500 U de toxina botulinica. Imagem
ultrassonografica longitudinal (E) e transversal (F) na 162 semana apds o inicio do
tratamento; observar a estabilidade das variaveis.
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A administracdo de 500 U de toxina botulinica A associada a ingestao oral de
finasterida nos animais do grupo IV provocou mudancas significativas nos parametros
avaliados.

A média do volume prostatico dos animais incluidos no grupo IV no inicio do
experimento era de 28,09 + 7,20 cm3. Ap6s 16 semanas da administracdo da
neurotoxina o volume da préstata regrediu em todos os caes pertencentes a este grupo,
causando uma reducado significativa de 51,3% na média do volume da glandula
prostatica (de 28,09 * 7,20 para 13,69 = 2,39, p < 0,01, Tabela 4). Comparando os
dados obtidos para volume prostédtico apds quatro e oito semanas com os valores
basais (tempo 0), o percentual de reducdo alcancado foi de 42,5 e 56,3%,
respectivamente.

Diferentemente do grupo lll, no qual o parametro comprimento prostatico sé foi
significativamente reduzido apds oito semanas, essa reducédo ja pode ser observada
depois de quatro semanas nos animais do grupo IV. A associac¢ao utilizada de 5 mg de
finasterida a 500 U de toxina botulinica apresentou significativa reducao dos parametros
comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura transversa da préstata (Tabela
4). Confrontando os valores obtidos com os dados iniciais, a média do comprimento,
altura e largura prostatica apresentaram reducao de 18,6% (de 3,97 £ 0,51 para 3,23
0,29 cm, p < 0,05), 15,1% (de 3,68 + 0,29 para 3,13 + 0,29 cm, p < 0,05) e 21,2% (de
4,61 + 0,39 para 3,63 + 0,26 cm, p < 0,05), respectivamente. Na oitava e décima sexta
semana, as variaveis observadas sofreram novas redugdes, sendo estas significativas
quando confrontadas aos valores basais (tempo 0). Apés 16 semanas do tratamento,
obteve-se uma redugédo dos parametros comprimento, altura e largura da préstata de
23,8, 18,9 e 26,2%, respectivamente.

As médias e desvios padrdao dos parametros prostaticos dos seis animais
estudados, antes e ap6s ministrar 500 U de toxina botulinica associada a ingestao oral
de finasterida, estdo apresentados e representados na Tabela 4 e Figura 7,

respectivamente.
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Tabela4. Valores médios + desvios padrao dos parametros prostaticos de seis caes
que receberam a administracdo intraprostatica de 500 U de toxina
botulinica do tipo A associada a 5 mg de finasterida (Grupo 1V), no periodo
de 16 semanas. Jaboticabal — SP, 2012.

Comprimento Altura
Semanas Craniocaudal Dorsoventral Largura Transversal (cm) Volume (cm®)
(cm) (cm)
0 3,97 £0,51" 3,68 +0,29" 4,61+0,39% 28,09 +7,20"
4 3,23 +0,29° 3,13+0,29° 3,63 +0,26° 16,14 +3,82°
8 2,88 +0,32° 2,81 +0,32° 3,30+ 0,15° 12,27 +3,03°
16 3,02 +0,25° 2,98 +0,24° 3,40 +0,11° 13,69 +2,39°

A, B — Médias na mesma coluna com uma letra mailscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
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Representacdo grafica das médias e desvios padrdo dos parametros
prostaticos (comprimento craniocaudal, altura dorsoventral e largura
transversal) de seis caes que receberam a administracao intraprostatica
de 500 U de toxina botulinica do tipo A associada a ingestao oral de 5 mg

de finasterida (Grupo 1V).
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4.3.2. Avaliagdo Histologica

O tratamento por 8 semanas com toxina botulinica do tipo A associada ou néo a
finasterida resultou numa diminuigdo do compartimento glandular, area luminal e na
altura da célula epitelial (Figura 8). O estroma tornou-se mais espesso em comparacao
com o grupo controle (Gl). Nenhum sinal de necrose foi observado.

4.3.3. Mensurag&o in situ da Apoptose via TUNEL

O tratamento com toxina botulinica A associada ou nao a finasterida promoveu
aumento significativo (p < 0,05) no indice de apoptose das células (Figura 8). Apds 8
semanas do tratamento, a média de apoptose foi de 83,5 £ 17,4 e 115,3 + 17,6 células
nos grupos lll e IV respectivamente. Comparando esses dados com os obtidos no
grupo controle, a administracdo da toxina botulinica A promoveu um aumento de
aproximadamente 6 vezes na taxa de apoptose. No que se refere a sua associagao a

finasterida, a morte celular foi ainda mais expressiva aumentando em 8 vezes a taxa de

apoptose.
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Figura8. (A) Fotomicrografia de tecido prostatico tratado com toxina botulinica A
associada a finasterida. Observar generalizado aumento do compartimento estromal
(setas). (B) Tecido prostatico de um cao do grupo IV submetido a marcacao de nucleos

apoptéticos (TUNEL). Observar generalizada morte celular (pontos verdes).



57

4.3.4. Variagbes Hematimétricas, Bioquimicas e Urinalise

Os resultados hematimétricos, bioquimicos (ALT e creatinina) e urinalise obtidos
dos animais pertencentes aos grupos que receberam 500 U de toxina botulinica do tipo
A associada ou nao a 5 mg de finasterida no inicio e apds oito e 16 semanas
permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie (KANEKO, 1997) e néao

apresentaram diferencgas significativas.
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5. DISCUSSAO

Atualmente o atendimento de animais idosos corresponde a uma importante
parcela da rotina dos hospitais e clinicas veterinarias, uma vez que melhorias
nutricionais, farmacoldgicas e terapéuticas promoveram um aumento da expectativa de
vida dos cées e, consequentemente, os problemas relacionados ao aparelho urogenital,
com destaque para a préstata, se tornaram cada vez mais frequentes. Dentre estes, a
hiperplasia prostatica benigna, uma condicdo comum, espontanea e relacionada com a
idade é a mais comum.

Em vista do grande numero de hipbteses sobre a patogénese desta condicao, e
das diferengas existentes entre a prostata humana e canina, o tratamento e
manutengao da HPB esta constantemente em estudo. Embora a orquiectomia continue
sendo o tratamento de escolha nos caes, esta nem sempre pode ser indicada a
pacientes de alto risco ou naqueles destinados a programas de criopreservagao de
gametas e reproducdo. Neste contexto, a experimentacdo de novos farmacos, como a
toxina botulinica do tipo A, esta assumindo importante papel neste cenario.

A interpretacdo dos resultados obtidos sobre os efeitos da TB-A foi realizada
com certa dificuldade, isto devido a pouquissimas informagdes, quer na literatura
veterinaria, quer na relacionada a medicina humana. No que diz respeito a explicacao
dos resultados conseguidos com a associacao toxina botulinica e finasterida esta foi
ainda mais desafiadora, uma vez que o presente estudo é o primeiro a avaliar esta
associagao, no entanto pretende, a seguir, sugerir e agregar alguns dados relacionados
a0 Seu uso para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna.

Como foi esperado, o tratamento dos animais com solucgéo fisiolégica 0,9% nao
acarretou alteragcées na composicao histolégica da glandula, no indice de apoptose e
no didmetro e volume prostatico. Esses dados estdo de acordo com os descritos na
literatura (MARIA et al., 2003; CHUANG et al., 2006a; LIN et al., 2007) e mostram a
inocuidade da solugéo ao tecido prostatico.
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Apesar do pequeno numero de animais estudados que receberam a
administracao diaria de 5 mg de finasterida, a redug¢do do volume da glandula confirma
as observacdes prévias descritas por outros pesquisadores (LAROQUE et al., 1994 e
1995; IGUER-OUADA & VERSTEGEN, 1997; SHIBATA et al., 2001; SIRINARUMITR et
al., 2001). O decréscimo neste experimento nao foi 0 mesmo atingido por LAROQUE et
al. (1994), o qual conseguiu uma diminuicao superior a 50%, no entanto, foi superior ao
alcancado por SHIBATA et al. (2001) que relatou uma reducédo de 30%. Em nosso
estudo, a maior regressao do volume ocorreu apdés 16 semanas do inicio do tratamento,
atingindo 45,3%. Esses dados estdo de acordo com os obtidos por COHEN et al.
(1995), IGUER-OUADA & VERSTEGEN (1997) e SIRINARUMITR et al. (2001) que
obtiveram um decréscimo entre 40 e 50% do volume prostatico. Explicagbes possiveis
para esta variedade de resultados seriam a utilizagdo de diferentes doses de
finasterida, a qual possui uma ampla variacdo de 0,1 a 1 mg/kg, e o tempo que os
animais permaneceram sobre tratamento. Outra provavel elucidagao seria o fato de que
diferentes individuos da mesma espécie apresentam disparidades individuais e assim
poderia em parte explicar a vasta desigualdade de reducdes obtidas sobre o volume (30
a 60%) com a utilizacdo da mesma dose de finasterida.

No que concerne ao diametro prostatico adquirido, comparando-se a medida da
distancia entre o promontério do sacro e o pubis, com a dimensao craniocaudal da
prostata, os valores estdo em concordancia com os apresentados por SIRINARUMITR
et al. (2001) que relataram uma diminuicdo entre 20 a 25% nesse parametro somente
apos a oitava semana de tratamento. Acreditamos que essa reducéo significativa sé foi
possivel de ser notada apds oito e 16 semanas no exame radiografico devido que
pequenas variacbes de tamanho, no caso o comprimento craniocaudal, sao dificeis de
serem visibilizadas no mesmo.

No presente trabalho foi notado que apds o tratamento com finasterida, TB-A
associada ou nao a finasterida os caes apresentavam ao toque retal préstatas mais
macias quando confrontadas com a primeira avaliacdo. DI SANTIS (2003) relatou que a
maioria dos animais entre seis e 8,5 anos de idade apresentam, em relacao ao tipo
histolégico de hiperplasia, caracteristicas de aumento dos compartimentos estromal e
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glandular, os quais foram confirmados nesse trabalho. Assim concluimos que essa
maior suavidade e maciez do tecido prostatico verificada a palpacdo ap6s o uso dos
farmacos esta relacionada a regressdo do colageno, do estroma fibroso e também da
atrofia glandular que os medicamentos produziram, alcancando este parénquima
caracteristicas préximas as prostatas de animais jovens. Outros estudos também
ratificam nossos achados histoldgicos que mostram que 0os compartimentos estromais e
glandulares sofrem regressdo com a acao da finasterida e toxina botulinica do tipo A
(LAROQUE et al., 1994 e 1995; SHIBATA et al., 2001; CHUANG et al., 2006a; LIN et
al., 2007).

Em estudo prévio (MOSTACHIO, 2008) verificou-se que apdés um més da
aplicacdo intraprostatica de 500 U de DYSPORT® em cé&es ocorreu uma diminui¢cao
significativa de 24,3% no tamanho do érgdo. No presente estudo, a avaliacao da
resposta apds quatro semanas da administragdo da mesma dose mostrou resultado
levemente superior, atingindo 26,3% de regressado. Esses dados ainda estdo de acordo
com os relatados por LIN et al. (2007) que notaram uma diminuic¢ao significativa de 24%
no volume da glandula durante o mesmo periodo. Assim como observado
anteriormente em 2008, notou-se que as reducbes apds oito e 16 semanas do
tratamento foram mais expressivas, atingindo valores de 31,7 e 31%, respectivamente.
Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por SILVA et al. (2008), os quais
conduzindo estudo em humanos relataram uma regressdo média de 32% do volume
apoés trés meses da aplicacdo de 200 U de BOTOX®. Tais dados ainda sugerem que a
relacdo de equivaléncia entre as concentracées de BOTOX® e DYSPORT® proposta por
ROSALES et al. (2006) e utilizada neste experimento foi extremamente confiavel, uma
vez que experimentos realizados com diferentes marcas de toxina botulinica
apresentaram resultados semelhantes.

Com relagao a associagao da toxina botulinica A com a finasterida, o presente
estudo € o primeiro a avaliar os seus efeitos, e os resultados sugerem que a associagao
medicamentosa entre a TB-A e um inibidor da enzima 5a-redutase sao benéficos e
promissores. Nos animais onde a associacao foi utilizada (GlIV), observou-se uma
queda significativa na média do volume quando comparado aos valores basais. Apds a
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oitava semana do periodo experimental esta reducéo representou aproximadamente
56%. Curiosamente metade desse decréscimo ja pode ser observado na quarta
semana, indicando o rapido efeito dos farmacos.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo em concordancia com os
relatados por MARIA et al. (2003) e SILVA et al. (2008) quanto a ocorréncia de maxima
deplecao do volume prostatico apos dois ou trés meses da injecao de TB-A. Da mesma
maneira, os dados aqui descritos (aumento do volume prostatico apdés 16 semanas
quando comparado com os da oitava semana) estdo de acordo com os encontrados na
literatura (SANDERS et al., 1986; GUERRISSI, 2000), no que se refere ao periodo de
efetividade da toxina do tipo A, estes apresentam declinio apds quatro a seis meses.
Todavia, é incerto por quanto tempo a reducédo do volume prostatico permanecera em
niveis aceitaveis, assim como a auséncia de sinais clinicos, sendo necessarios novos
estudos para se avaliar estas incégnitas.

No que diz respeito a comparagdo entre os tratamentos realizados neste
experimento, a associagdo neurotoxina e finasterida utilizada nos animais do grupo IV
evidenciou resultados superiores aos demais tratamentos, sendo este o tratamento
mais indicado dentre os trés apresentados. Tal discrepancia pode estar relacionada ao
fato de que TB-A associada a finasterida promova uma maior apoptose, uma vez que
ambos farmacos possuem essa caracteristica (LAROQUE et al. 1994 e 1995;
DOGGWEILER et al.,, 1998; SHIBATA et al., 2001; SIRINARUMITR et al., 2001;
CHUANG et al., 2005 e 2006a,b; LIN et al., 2007).

A observagao de pontos de necrose nos locais de aplicagdo da toxina botulinica
poderia explicar a rapida reducao do volume, entretanto, as avaliagGes histolégicas e
ultrassonograficas desta pesquisa nao evidenciaram tal alteracdo. Esta visualizacao
confirma os dados encontrados na literatura no que concerne a auséncia de necrose
nas areas de inje¢cdo da TB-A (MARIA et al., 2003, CHUANG et al., 2005; KUO, 2005;
CHUANG et al., 2006a). Segundo alguns autores (DOGGWEILER et al., 1998;
CHUANG et al., 2005 e 2006a,b; LIN et al. 2007), conduzindo estudos em ratos,
humanos e céaes, respectivamente, a razdo pela qual a terapia com neurotoxina

promove decréscimo do tamanho da préstata seria a ocorréncia de morte celular
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programada, a qual estaria relacionada a uma agéo indireta da toxina (denervagao)
sobre a prostata. Tal fato, pode ser confirmado neste trabalho que evidenciou aumento
de cinco, seis e oito vezes no indice de apoptose nos grupos Il, Il e 1V,
respectivamente.

Segundo PENNEFATHER et al. (2000) a atividade neuronal esta envolvida no
crescimento prostatico, assim como em suas fungdes. A desregulagdo desta atividade
poderia alterar a morfologia e o comportamento da préstata. Estes eventos patoldgicos
sdo causados por uma mudanca significativa nos neurotransmissores (acetilcolina) e
fatores de crescimento, podendo desta maneira resultar no desenvolvimento do
parénquima da glandula, originando a HPB. Portanto, a normalizagdo ou uma corregao
favoravel desta alteracdo neuronal seria capaz de reverter significativamente o
processo patoldégico e melhorar os sintomas relacionados a HPB. Desta maneira, €
admissivel que uma parte dos resultados obtidos com a toxina botulinica seja pela
regulacdo que a mesma promove na atividade neuronal, causando uma inibicdo da
liberacdo de acetilcolina junto a terminagdo nervosa pré-sinaptica, diminuindo a
proliferagao celular (CHUANG et al., 2005). Por esta razao, a toxina botulinica do tipo A
seria uma opc¢ao atrativa para o tratamento da HPB.

Assim, mais estudos sobre os efeitos da toxina botulinica isoladamente ou
associada a finasterida ou outros farmacos sao necessarios para um entendimento
mais completo e preciso dos efeitos desta droga e associagdes sobre a prostata. Estas
informagbes s&o extremamente importantes no momento da escolha das diferentes

formas de tratamento da HPB.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢cdes do

experimento, concluiu-se que:

v A reducao ou remissao da sintomatologia clinica presente em caes com HPB
ocorre em média apos duas semanas da utilizacdo da finasterida e/ou toxina
botulinica A.

v O método de aplicagdao da neurotoxina é seguro e de baixa complexidade,
ndo apresentando nenhuma complicacao local ou sistémica.

v A injecdo de solucao fisiologica 0,9% nao acarreta alteracbes sobre a
prostata de animais com hiperplasia.

v' O tratamento com 5 mg de finasterida por 16 semanas promoveu redugdes
significativas no didmetro e volume prostatico.

v A administragdo de 500 U de toxina botulinica ocasionou redugdes
significativas no parénquima prostatico de animais com HPB durante o
periodo experimental.

v' A associagao da finasterida com a toxina botulinica A apresenta melhores
resultado quando comparado com o0s resultados dos farmacos
separadamente.

v Os farmacos utilizados induzem atrofia dos compartimentos glandular e
estromal.

v' A atrofia prostatica causada pela finasterida e toxina botulinica do tipo A
isoladamente ou associada a finasterida é causada por apoptose e nédo

necrose tecidual.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRAPROSTATICA DE TOXINA
BOTULINICA DO TIPO A SOBRE O TAMANHO DA PROSTATA E FERTILIDADE EM
RATOS SPRAGUE-DAWLEY.

RESUMO - A hiperplasia prostatica benigna (HPB) € condigdo comum, esponténea e
progressiva de aumento do parénquima relacionado com o envelhecimento em caes. A
patogénese da HPB nao esta completamente elucidada, entretanto, a diidrotestosterona
(DHT) é o horménio chave envolvido no aumento prostatico. Recentemente, o efeito da
toxina botulinica A foi investigado na préstata de ratos e homens e esta induziu atrofia
do parénquima prostatico. Este estudo tem o objetivo de investigar os efeitos da toxina
botulinica A na prostata de ratos e sobre a sua fertilidade. Vinte e quatro ratos machos
adultos, ndo castrados foram utilizados e divididos aleatoriamente em dois grupos.
Cada lobo prostatico recebeu a administracdo de 0,1 mL de solucao fisiolégica 0,9%
(Grupo 1) ou 12,5 U (0,1 mL) de toxina botulinica A (Grupo Il). Os resultados clinicos
foram obtidos uma ou duas semanas apds o tratamento. Nenhuma complicagéo local,
efeitos adversos ou problemas de fertilidade foram notados apds os tratamentos. A
administracao de solucao fisiolégica nao acarretou mudancgas significativas no volume
prostatico apdés uma ou duas semanas do inicio do tratamento. Por outro lado, a
administracao de 25 U de TB-A reduziu significativamente o volume da glandula em 30
e 17,9% ap6s uma ou duas semanas, respectivamente. Resultados sugerem que a
administracdo de 25 U de TB-A contribui para a reducédo do peso da préstata induzida

por apoptose e nao por necrose e ainda nio interfere na fertilidade dos ratos.

Palavras-chave: Fertilidade, Hiperplasia Prostatica Benigna, Prostata, Ratos,

Toxina Botulinica A.
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CHAPTER 3 - EFFECTS OF THE INTRAPROSTATIC ADMINISTRATION OF
BOTULINUM TOXIN TYPE A ON SIZE OF THE PROSTATE GLAND AND FERTILITY
OF SPRAGUE-DAWLEY RATS.

SUMMARY - Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a common, naturally developing,
age-related condition in dogs. The pathogenesis of BPH is not completely known;
however, DHT is a hormone involved in enlargement of the prostate. Recently, the effect
of botulinum toxin A (BT-A) was investigated in the rat and human prostate and has
shown to induce atrophy of the glands. This study investigated the effect of BT-A in the
rat prostate and on the fertility. Twenty four sexually intact male rats were ramdomly
assigned in two groups. Each lobe of the prostate received injection of 0,1 mL of saline
solution (Group 1) or 12,5 U of BT-A (Group Il). The clinical results were evaluated at
one and two weeks after treatment. No local complications, systemic adverse effects or
fertility problems were reported. At 1 and 2 weeks, the mean prostate volume (PV) was
not significantly changed after intraprostatic administration of saline solution. On the
other hand, 25 U of BT-A administration has show to significantly reduce the volume
prostate in 30% and 17,9% after one or two weeks, respectively. Results suggest that
the administration of 25 U of BT-A contribute to prostate volume reduction by apoptosis

rather than necrosis and do not adversely affect the fertility of rats.

Keywords: Botulinum Toxin A, Benign Prostatic Hyperplasia, Fertility, Prostate,
Rats.
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1. INTRODUCAO

A toxina botulinica do tipo A é uma poderosa neurotoxina biolégica. Apesar da
sua alta toxicidade, sua forma purificada pode ser utilizada como medicagdo para o
tratamento de inumeras desordens, como estrabismo, blefaroespasmo, distonia
cervical, espasticidade focal, hiperhidrose, dissinergia do detrusor do esfincter, paralisia
cerebral juvenil, fissura anal, acalasia, analgesia, entre outras (MARIA et al., 2003;
REITZ et al., 2004; DRESSLER et al., 2005). Recentemente, esta se mostra segura e
com alta efetividade no tratamento da hiperplasia prostatica benigna humana (MARIA et
al., 2003; CHUANG et al., 2005; KUO, 2005; RUSNACK & KAPLAN, 2005; ANTUNES
et al., 2007).

Inimeros trabalhos indicam a efetividade da toxina botulinica do tipo A com
finalidade urolégica (MARIA et al., 1998; SCHURCH et al., 2000; PHELAN et al., 2001;
KUO, 2003; HARPER et al. 2004; KUO, 2004; REITZ et al., 2004; SCHURCH & REITZ,
2004; KARSENTY et al. 2006; THOMAS et al. 2006; KUO, 2007). O uso da neurotoxina
botulinica para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna se iniciou em virtude da
funcdo prostatica ser significamente influenciada pela inervacdo autébnoma. O
componente estatico, ou seja, o tecido epitelial prostatico (compartimento glandular)
esta sob controle parassimpatico e regulado por andrégenos, enquanto o componente
dindmico, o compartimento estromal, é influenciado simpaticamente. Tais dados
evidenciam que a inervacado parassimpatica colinérgica da préstata é importante na
funcdo secretéria acinar da glandula e no seu crescimento, enquanto a inervagao
simpatica noradrenérgica esta implicada na contragdo da musculatura lisa do érgao
(LEPOR & KUHAR, 1984; HIGGINS & GOSLING, 1989; PENNEFATHER et al., 2000;
VENTURA et al., 2002). Em adi¢ao, estudos relataram que receptores adrenérgicos e
muscarinicos estdo presentes nas células epiteliais e no estroma fibromuscular da
prostata humana, estimulando os fatores de crescimento epidermal, transformacéo e
proliferagcdo celular (VAALASTI & HERVONEN, 1980; HEDLUND et al., 1985;
COCKETT et al., 1993; RUGGIERI et al., 1995; RAVINDRANATH et al., 2001). BLOCH
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et al. (1997) descreveram ainda que o tecido prostatico hiperplasico humano apresenta
atividade adrenérgica aumentada quando comparada com o 6rgdao normal. Destarte, a
injecao de toxina botulinica do tipo A pode inibir a liberacdo de acetilcolina, inibindo a
proliferacdo celular e também induzir denervacdo e atrofia do 6rgdo (MARIA et al,,
2003; KUO, 2005).

O primeiro estudo referente ao uso da toxina botulinica do tipo A no parénquima
prostatico foram conduzido por DOGGWEILER et al. (1998). Este mostrou que a
administracdo de toxina botulinica A na préstata de ratos promoveu significativa
reducdo do peso e tamanho do 6rgdo, além de induzir generalizada atrofia com
auséncia de infiltrados inflamatérios no tecido prostatico. Evidéncias de apoptose e
formacéao de corpos apoptoticos também foram notadas.

Estes achados foram confirmados subsequentemente na préstata de caes e
homens. A injegao de 200 U de TB-A em homens reduziu o volume prostatico e urinério
residual, além de melhorar a qualidade de vida dos pacientes (MARIA et al., 2003;
KUQO, 2005). Outro estudo, no qual 100 U da neurotoxina foram administradas na
prostata de caes, reportaram significativa apoptose celular 1 e 3 meses apds o
tratamento, embora o volume médio prostatico ndo ter apresentado redugdo (CHUANG
et al., 2006a).

Apesar da existéncia de algumas diferengas entre a hiperplasia prostatica
benigna humana, canina e em ratos, essas duas espécies animais podem ser utilizadas
com o intuito de averiguar a eficacia de farmacos que promovem a reducao do 6rgao.
Ao nosso conhecimento, nenhum estudo investigou os efeitos do DYSPORT® (toxina

botulinica A) sobre a fertilidade e peso (volume) da prostata de ratos.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a influéncia da toxina botulinica do tipo A sobre o peso (volume)

prostatico e fertilidade de ratos sprague-dawley.

Investigar o efeito da toxina botulinica A sobre a estrutura e composi¢cdo do

epitélio e estroma prostatico.

Analisar e quantificar os indices de apoptose ocorrido apds o tratamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 24 machos adultos, ndo orquiectomizados da espécie Rattus
norvegicus, linhagem sprague-dawley, pesando 387,0 £ 35,1 g, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratério (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas e mantidos com ragao
comercial e agua fornecidos em regime ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais
contendo 12 animais cada. No grupo 1 (controle), os animais foram submetidos a
administracdo de 0,1 mL de solucéo fisiolégica 0,9% em cada lobo prostatico,
totalizando 0,2 mL. No grupo 2, o animais receberam 25 unidades (U) cada de toxina

botulinica do tipo A, dividida em duas aplicagées de igual volume (12,5 U ou 0,1 mL).
3.2. Procedimento Anestésico
Os ratos de todos os grupos experimentais foram pré-medicados com
meperidina' (5mg/kg) pela via subcutanea. Apés 10 minutos, a anestesia foi induzida
com tiletamina-zolazepam® na dose de 30 mg/Kg de peso corpéreo pela via
intraperitoneal.

3.3. Toxina Botulinica do Tipo A

Previamente a diluicdo, a toxina botulinica A utilizada era mantida em

refrigerador entre 5 e 8°C, seguindo-se a orientagcao fornecida pelo fabricante.

" Dolosal ® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda - Itapira - Sdo Paulo - Brasil
? Zoletil 50° - Virbac — Sio Paulo — Brasil
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A diluicao utilizada para a toxina botulinica A foi a proposta por GARCIA &
FULTON (1996), na qual 4,0 mL de solugao salina 0,9% é acrescida ao liofilizado,
tomando-se o cuidado de usar mascara, luvas e dculos protetor. Preconizou-se também
a injecdo lenta da solucdo fisiolégica no interior do frasco, evitando-se assim a
formacao de bolhas (SPOSITO, 2004).

Apb6s a introducdo da solucdo fisioldgica, homogeneizou-se delicadamente a
suspensao até total dissolucdo. A homogeneizacao suave é importante, para que a
estrutura conformacional da proteina ndo seja alterada (GARCIA & FULTON, 1996).

Em virtude da maior parte das pesquisas uroldégicas em ratos serem realizadas
utilizando a medicacdo BOTOX® e a dose de 10 ou 20 U, e neste experimento utilizar-
se a medicacdo DYSPORT®, realizou-se a equivaléncia dos produtos empregando a
taxa de conversdo de 1 unidade de BOTOX® para cada 2,5 unidades de DYSPORT®
(ROSALES et al.,, 2006), promovendo desta maneira o uso das mesma doses
preconizadas pelos trabalhos cientificos avaliados, entretanto, utilizando dose de 25
unidades da toxina botulinica do tipo A.

Reconstituindo 500 U de toxina botulinica A em 4,0 mL de solucéao fisiologica
obteve-se a concentracdo de 12,5 U de toxina botulinica A para cada 0,1 mL de solucéo
ressuspendida.

3.3.1. Técnica de Aplicacao

A administracao de solucao fisioldgica 0,9% e de toxina botulinica A foi realizada
em todos os animais do Gl e Gll, respectivamente, perfazendo doze animais. Apéds
anestesia, tricotomia da regido abdominal e antissepsia, os animais foram acomodados
em decubito dorsal. Via laparotomia convencional, a glandula prostéatica foi identificada.
Ato continuo, introduziu-se agulha de calibre (13x4,5 mm) adequado ao porte do animal
no interior da préstata, e cada lobo dos animais do Gl receberam ou 0,1 mL de solugao
fisiologica 0,9%. Tal procedimento realizou-se também em cada animal do Gll, no
entanto, cada lobo prostatico destes animais receberam 12,5 U ou 0,1 mL de toxina
botulinica A, totalizando 25 U. Apdés a administracdo do farmaco, a musculatura
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abdominal e pele foram suturadas individualmente com pontos simples separados

utilizando fio de sutura nylon agulhado 4-0 ou 5-0.
3.4. Mensuracao do Peso Prostatico (Volume)

Para cada grupo experimental, trés animais foram anestesiados e eutanasiados
apds uma ou duas semanas. Através de laparotomia, a glandula prostatica dos animais
foi localizada, retirada e pesada. Para tal foi utilizada balanca analitica' com capacidade
de 200 g e precisdo de 0,0001 g. Para facilitar a analise dos resultados, os dados

obtidos foram expressos em gramas para cada 100 g de peso corpéreo.
3.5. Avaliacao Anatomopatoldgica

Para cada grupo experimental, trés animais foram anestesiados e eutanasiados

apdés uma semana. Pela laparotomia, a glandula prostatica foi retirada e armazenada.
3.5.1. Avaliagéo Histolégica

Para andlise histolégica, o material foi transferido para o alcool 70%, até a
retirada do excesso de fixador (formol 10%). Apds a retirada do fixador, as biépsias
foram desidratadas em série crescente de etanol (70-100%), diafanizadas em xilol,
embebidas e incluidas em parafina plastica. As secgdes histolégicas foram obtidas em
micrétomo automético, obtendo-se cortes de 5um em sequéncia semi-seriada
(1corte/100um desprezados). Os cortes foram corados em hematoxilina-eosina
segundo a metodologia de Behmer et al. (1976). O processamento histologico foi
realizado no setor de Técnicas Morfolégicas do Laboratério de Histologia da
FCAV/UNESP.

! Shimadzu AX 200® - Shimadzu do Brasil - Sdo Paulo - Brasil
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3.5.2. Avaliag&o in situ da apoptose via TUNEL

Para avaliar a apoptose em células prostéticas foi realizado o método do TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling). O principio
desse método se baseia na clivagem do DNA genbmico durante a apoptose,
quebrando-o em dois segmentos, um com alto e outro com baixo peso molecular do
DNA (mono e oligonucleossomos respectivamente). Esses fragmentos livres podem
sem identificados por marcador livre 3'-OH terminal com nucleotideos modificados
através de uma reagédo enzimatica. A reacdo do TUNEL preferencialmente marca
segmentos de DNA clivados durante a apoptose. Esse procedimento permite
discriminar a apoptose da necrose e das clivagens primarias de DNA induzidas por
drogas citostaticas ou por irradiacao. O TUNEL pode sofre interferéncias, apresentando
resultados falso-negativos ou falso-positivos. Os falso-negativos ocorrem, pois o DNA
clivado pode ser isento ou incompleto em algumas formas de apoptose. Isso acontece,
pois certos componentes da matriz extracelular podem prevenir o acesso do TdT aos
segmentos de DNA. Os falso-positivos acontecem, pois a fragmentagdo extensiva do
DNA pode advir em estados tardios de necrose.

As fitas de DNA também podem ser proeminentes em populacées de células
com alto grau de proliferacdo ou atividade metabdlica. Nesses casos, € possivel obter
um resultado falso-positivo. Para confirmar o processo apoptético de morte celular, a
morfologia dessas respectivas células deve ser examinada com muito cuidado. As
mudancas morfolégicas durante a apoptose tem uma caracteristica padrao, tornando a
avaliacdo da morfologia celular um parametro importante nas situagbes em que
algumas ambiguidades na interpretacdo dos resultados.

O ensaio de TUNEL foi realizado utilizando o kit "In Situ Cell Death Detection Kit

Fluorescein"

. Cortes histolégicos colados em laminas revestidas por organo silano
obtidos ap6s uma e duas semanas de tratamento, foram desparafinizados, hidratados e
permeabilizados em solu¢do de Proteinase K 20 pg/mL diluido em tampéao Tris-HCI

10mM, pH 7,4 e incubadas por 10 minutos a 37°C em camara umida. As laminas

" Roche Applied Science — Alemanha.



73

empregadas como controle foram incubadas com Dnase | (10 U/pL) diluida em tampé&o
Tris-HCI 50mM, pH 7,5 por 30 minutos a temperatura ambiente em camara umida. Em
seguida, ao abrigo da luz, os cortes foram incubados com solugdo de TUNEL (enzima
TdT-Terminal deoxynucleotidyl Transferase) na diluicdo 1:10 entre os reagentes A
(Enzyme Solution) e B (Label Solution) do kit, seguindo-se a orientagdo do fabricante
por 1:30 horas 37°C em camara umida. A lamina do controle negativo foi incubada
somente com o reagente B, omitindo-se o reagente A.

Posteriormente, os cortes foram lavados 3 vezes em tampao PBS pH 7,3 por 10
minutos. As laminas foram secas e montadas em Prolong antifade. A visualizacao foi
realizada em microscépio de fluorescéncia com filtro para fluoresceina em aumento de
40 vezes. Foram avaliados 500 nucleos (células) por lamina para expressar o indice de
apoptose, sendo o numero de células apoptoéticas expresso em relagdo ao numero total

de células contadas.

3.6. Mensuracao da Fertilidade

Para cada grupo experimental, trés machos sabidamente férteis foram alocados
individualmente com fémeas férteis por um periodo minimo de dois meses e uma
gestacao avaliada. A ocorréncia de teratogenicidade, peso e tamanho da ninhada foram
verificados.

3.7. Anadlise Estatistica

No experimento foi utilizado um delineamento interamente casualizado,
composto por 2 tratamentos e 12 animais por tratamento, totalizando 24 animais. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t
de Student pareado, empregado para comparacao de médias entre os diferentes
tempos dentro do mesmo grupo.

O teste de Tukey foi usado para comparac¢ao de médias, entre 0s grupos, obtidas
durante cada tratamento.
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Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa SAS System'
(SCHLOTZHAUER & LITTELL, 1997). Diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

I'SAS System (Statistical Analysis System) Version 9.0 — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA
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4. RESULTADOS

Nenhum dos animais sofreram complicagées, como infec¢do ou deiscéncia dos
pontos, apos os procedimentos da aplicagao intraprostatica de solucao fisiolégica ou
toxina botulinica. No entanto, uma ligeira perda de peso corporal (5 a 10%) foi
observada em ambos os grupos. Entretanto, como essa perda foi similar no grupo
controle e tratamento, a perda de peso foi considerada secundaria ao estresse cirurgico
e ndo a toxicidade da toxina botulinica A.

O protocolo anestésico utilizado foi adequado e propiciou bom relaxamento
muscular e tempo cirdrgico. A inducdo dos animais foi suave e a duracao média da

anestesia foi de 35 + 5,3 minutos.

4.1. Mensuracao do Peso Prostatico (Volume)

A administracdo de solucéo fisiolégica ndo promoveu alteracdo no peso do
6rgao. A média do peso prostatico de 6 animais normais foi de 0,166 g para cada 100 g
de peso corpéreo. Uma distribuicdo similar foi encontrada no peso da glandula dos
animais que receberam solucao fisiolégica 0,9% (0,162 + 0,007 g). Entretanto, a injecao
de toxina botulinica A provocou mudanga significativa no peso (volume) prostatico. Uma
semana apo6s a administracdo do farmaco, a média do peso foi de 0,115 = 0,011 g,
causando uma regressao significativa de 29,0%. Apds duas semanas da aplicacao da
neurotoxina os efeitos foram menos significantes. Comparando os dados obtidos com
os dos animais que receberam solucao fisioldgica, o percentual de redugao alcancado
foi de 17,9%.

As médias e desvios padrao dos pesos prostaticos dos animais estudados apoés
ministrar solugéo fisiol6gica 0,9% ou toxina botulinica do tipo A, estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela1. Valores médios + desvios padrdao dos pesos prostaticos dos animais que
receberam a administracao intraprostatica de solucao fisiolégica 0,9%
(Grupo ) e de toxina botulinica do tipo A (Grupo Il), no periodo de uma e
duas semanas. Jaboticabal — SP, 2012.

Semanas Grupo | Grupo |l
1 0,162 + 0,007 *A 0,115+ 0,011 *
2 0,163 + 0,009 *A 0,133 + 0,005 *®

a, b — Médias na mesma linha com uma letra minGscula em comum n&o diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
A, B — Médias na mesma coluna com uma letra mailscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).

4.2. Avaliacao Histoldgica

A altura das células epiteliais diminuiu em todos os animais que receberam
toxina botulinica A, e 0s nlcleos das células basais apresentavam cromatina
condensada. O componente glandular apresentou atrofia generalizada, mostrando luz
reduzida e uma regressdo menos evidente do estroma apds a administracdo da
neurotoxina. Em relagdo aos animais que receberam a administracdo de solugao

fisiologica ndo houve alteragdes na histologia celular.

4.3. Avaliacao in situ da apoptose via TUNEL

A avaliacado da apoptose via TUNEL evidenciou pequeno grau de morte celular
nas secgoes teciduais dos animais do grupo controle. O tratamento com 25 U de toxina
botulinica A promoveu aumento significativo no indice de apoptose das células. Apés
uma semana do tratamento, a média de apoptose foi de 57,4 + 4,5 células.
Comparando esses dados com os obtidos no grupo controle, a administracdo da toxina

promoveu um aumento aproximado de 12 vezes na taxa de apoptose. Entretanto, ap6s
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duas semanas do tratamento, a taxa de apoptose regrediu e ficou em torno de duas
vezes maior do que no grupo controle. (Tabela 2).

Tabela2. Valores médios + desvios padrao de células apoptéticas dos animais que
receberam a administragdo intraprostatica de solucédo fisioldgica 0,9%
(Grupo 1) e de toxina botulinica do tipo A (Grupo Il), apbés uma e duas
semanas. Jaboticabal — SP, 2012.

Semanas Grupo | Grupo |l
1 46+1,2 57,4+4,5%
2 49+0,9* 8,9+0,8"®

a, b — Médias na mesma linha com uma letra mindscula em comum n&o diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).
A, B — Médias na mesma coluna com uma letra mailscula em comum nao diferem significamente entre si
pelo teste t de Student (p < 0,05).

4.4. Mensuracao da Fertilidade

A administracao intraprostéatica de solugéo fisioldgica ou toxina botulinica do tipo
A néo acarretou alteragdes significativas no nimero, peso ou viabilidade dos neonatos.

A média e desvio padrdo do numero de fetos nascidos para o grupo | antes e
apos a administracdo de solucao fisiolégica foi de 7,3 £ 0,6 e 8,3 = 1,2 filhotes,
respectivamente (Figura 1).

No que se refere a administragdo de toxina botulinica nos animais do grupo I, a
média e desvio padrao do numero de filhotes nascidos antes e apo6s o tratamento foi de
7,7 £0,6 e 6,7 £ 0,6 filhotes, respectivamente (Figura 1).

Alteracdes teratogénicas, como malformacao déssea ou de partes moles, nao

foram observadas nos neonatos nascidos de ambos grupos experimentais.
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O Pré-tratamento

B Pos-tratamento

Filhotes

Grupos

Figura1.  Representacao grafica dos valores médios * desvios padrao do numero de
filhotes nascidos no grupo | e Il antes e apds a administracdo de solugéo
fisioldgica ou toxina botulinica A intraprostaticamente.
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5. DISCUSSAO

Cées e ratos sdao comumente utilizados como modelos experimentais para o
estudo da hiperplasia prostatica benigna humana e esses estudos revelam importantes
aspectos da enfermidade e novas terapias que apresentam seguranga e baixos efeitos
colaterais, como a toxina botulinica A. Entretanto, até agora, nenhum estudo in vivo
utilizando esse farmaco assegurou os efeitos dessa nova modalidade terapéutica sobre
a fertilidade dos animais envolvidos.

A administracdo de solugcao fisiolégica 0,9% nao acarretou alteragcdes na
composi¢cao histolégica da glandula, no indice de apoptose, no volume prostatico e
fertilidade dos animais utilizados. Esses dados estdo de acordo com os descritos na
literatura (DOGGWEILER et al., 1998; CHUANG et al., 2006b).

Os resultados mostram que os efeitos de atrofia glandular da toxina botulinica A
sdo semelhantes nos trés lobos que compdem a préstata, entretanto diferengcas de
intensidade existem mas ndo atingem valores significativos. Estas variacoes lobares
podem significar diferencas nos efeitos da toxina botulinica entre as diferentes zonas da
prostata humana, visto que o lobo dorsolateral € considerado homélogo a zona
periférica e o lobo anterior a zona central (ROY-BURMAN et al., 2004).

A prostata humana é rica em musculatura lisa, fibrocitos e fibras de tecido
conjuntivo, enquanto a préstata de ratos é principalmente glandular (DOGGWEILER et
al., 1998). No presente estudo, o componente glandular foi profundamente afetado pela
administracdo de DYSPORT®, enquanto a atrofia do compartimento estromal foi menos
pronunciada. Esses achados estdo de acordo com DOGGWEILER et al. (1998) e
CHUANG et al. (2006b), que descrevem que tais alteragdes sdo compativeis com a
inervacao e arquitetura tecidual do érgao.

ROHRBACH et al. (2001) descreveram que os efeitos da TB-A depende do local
da administracdo, da dose e intervalo de aplicagdo utilizado e que o processo de
remissao dos efeitos requer aproximadamente de dois a seis meses em jungoes

neuromusculares de mamiferos. Em nosso estudo, os efeitos da toxina botulinica foram
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mais evidentes ap6s uma semana da aplicagdo, com decréscimo dos seus efeitos na
segunda semana de avaliacdo. Tais observacbes também foram relatadas por
CHUANG et al. (2006b) e estes especulam que o tecido prostatico de ratos podem ter
uma maior taxa de proliferagdo e apoptose do que o tecido de mamiferos e assim os
resultados podem nao ser tao fidedignos em humanos.

Os indices de apoptose observados neste experimento ndo foram os mesmo
atingidos por CHUANG et al. (2006b), o qual conseguiu um aumento de 16 vezes na
taxa de apoptose ap6s uma semana de tratamento. Em nosso estudo, o aumento
observado foi de 12 vezes quando comparado com 0s animais pertencentes ao grupo
controle. Entretanto, a queda na taxa de apoptose observada por CHUANG et al.
(2006b) apos duas semanas da aplicagdo da toxina também foi verificada por nos,
entretanto, nossos dados foram ligeiramente superiores ao apresentados na literatura
(DOGGWEILER et al.,, 1998; CHUANG et al. 2006b). Uma possivel explicacao para
esta variedade de resultados seria a utilizagao de diferentes marcas de toxina botulinica
e dose, mesmo que ROSALES et al. (2006) tenham descrito as doses de equivaléncia
entre os farmacos DYSPORT® e BOTOX®.

CHUANG et al. (2006b) estudando a funcionalidade do BOTOX® na prostata de
ratos evidenciou generalizada atrofia prostatica, com aumento significativo na taxa de
apoptose celular e reducao na proliferacao das células apdés uma semana da aplicacao.
Observaram ainda uma reducao dose dependente no volume da préstata, sendo que a
administracao de 5 U promoveu uma diminuigéo de 24,7%, enquanto a aplicagao de 10
e 20 U acarretou um decréscimo de 30,7 e 54,8%, respectivamente. No presente
estudo, a avaliacdo da resposta a administragéo de 25 U de DYSPORT® (equivalente a
10 U de BOTOX®) apdés uma semana mostrou decréscimo ligeiramente inferior ao
relatado por CHUANG et al. (2006b). Neste periodo observamos que o volume
prostatico regrediu em 29%. Por outro lado, notamos uma maior deplecao ap6s duas
semanas, atingindo esta valor de 17,9% contra 16,7% obtido por CHUANG et al.
(2006b).

Trés diferentes tipos de fibras cursam no tecido prostatico: as aferentes primarias
e as fibras simpéticas e parassimpaticas. A inervacado parassimpatica estd localizada
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preferencialmente no compartimento glandular da préstata, onde a aplicacao de toxina
botulinica causa uma significativa apoptose (DOGGWEILER et al., 1998; CHUANG et
al., 2006b). A acetilcolina liberada por estas fibras regula a secrecao do érgdo apos
atingir seus sitios de ligacao (receptores muscarinicos) (RUGGIERI et al., 1995; WITTE
et al., 2008). Por conseguinte, é provavel que parte da reducao observada apds a
administracdo da toxina botulinica seja devido a um decréscimo da secrecdao mediada
pela acetilcolina e diminuicdo no numero de células glandulares.

Por outro lado, tem se mostrado que a injecdo de TB-A provoca uma queda da
liberacdo de norepinefrina oriunda dos nervos adrenérgicos do parénquima estromal,
causando marcante apoptose. Em adicao, pode ocorrer uma deplecado na produgao de
fatores de crescimento epidermal, os quais possuem atividade tréficas, em virtude desta
denervacao (MACKENZIE et al., 1982; MARINESE et al., 2003). Desta maneira, é
admissivel que parte dos resultados obtidos com a toxina botulinica seja consequéncia
da intoxicacao das fibras simpaticas e queda da atividade adrenérgica.

A préstata € um érgdo andrégeno dependente, requerendo uma fonte de
testosterona para o seu crescimento e fung¢do. O tratamento convencional com inibidor
da enzima 5a-redutase (finasterida) diminui os niveis de testosterona e DHT, no
entanto, esse nao é efetivo em todos os pacientes e apresenta efeitos colaterais em
humanos como impoténcia e diminuicdo da libido. Portanto, farmacos como a toxina
botulinica que apresentam efeitos locais e diminuem o volume prostatico sem alterar a
funcédo androgénica sdo altamente desejados. Nosso estudo demonstra que a aplicacao
de toxina botulinica em ratos sprague-dawley nao afeta a fertilidade in vivo e nao
acarreta alteragOes teratogénicas nos filhotes nascidos e tais resultados podem estar
relacionados a inocuidade da toxina botulinica nos parametros e morfologia
espermatica como observado por MOSTACHIO (2008) e MOTHEOQO (2009).

Estudo prévio em caes (MOSTACHIO, 2008) demonstrou que a administracao
intraprostatica de TB-A nao promoveu alteracdes significativas nas caracteristicas
(volume, motilidade, vigor, concentragcao por mL, concentragao total e pH) e morfologia
espermatica. Dando continuidade a esse experimento, MOTHEO (2009) avaliou o
sémen e o plasma seminal de caes apdés a administracdo de TB-A. Com base nos
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resultados obtidos concluiu que a membrana plasmatica dos espermatozoides
manteve-se preservada ap6s a administracdo da toxina e que a aplicagdo do farmaco
nao resultou em mudancas significativas nos parametros e morfologia espermatica.
Demonstrou-se ainda, que o perfil bioquimico e eletroforético das proteinas do plasma
seminal mantiveram-se inalterados. Assim, a toxina botulinica ndo acarreta alteracoes
seminais e consequentemente nao interfere na fertilidade dos animais como foi
demonstrado no presente estudo.

Os resultados do presente estudo concordam com os apresentados por
SPOSITO (2004), que avaliando a influéncia da neurotoxina sobre a fertilidade de ratos
descreveu que esta somente ocasionou ligeiro decréscimo desta quando elevadas
doses foram fornecidas a estes animais. Segundo o mesmo autor, altas concentracoes
ministradas a fémeas provocaram alteracbes no ciclo estrogénico, entretanto, esta
desregulacao nao originou mudangas no numero e na viabilidade dos embrides.

Em funcdo dos tratamentos convencionais com inibidores da enzima 5a-
redutase, antiandrégenos e outros serem apresentados como uma alternativa a
orquiectomia em animais reprodutores que apresentam hiperplasia, os mesmos
ostentam efeitos colaterais indesejaveis quanto ao sistema reprodutivo, e assim a
toxina botulinica apresenta-se como uma étima alternativa devido seus efeitos sobre a
fertilidade in vitro e in vivo. No entanto, por causa do pequeno numero de animais
estudados que receberam a administracdo de toxina botulinica A, novos estudos devem
ser realizados para assegurar a completa auséncia de efeitos do medicamento sobre a
fertilidade. Com esses resultados a méao, sua aplicacéo pratica sera util, tanto nos caes

domeésticos, como nos seres humanos.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢cdes do

experimento, concluiu-se que:

v

v

O método de aplicacdo da neurotoxina € seguro e de baixa complexidade,
ndo apresentando nenhuma complicacao local ou sistémica.

A injecdo de solugao fisiolégica 0,9% nado acarreta alteragbes sobre a
prostata e fertilidade de ratos sprague-dawley.

A administracdo de 25 U de toxina botulinica (DYSPORT®) ocasionou
reducbes significativas no parénquima prostatico de ratos sprague-dawley
durante o periodo experimental.

A toxina botulinica induzem atrofia do compartimento estromal e glandular,
sendo mais evidente neste ultimo.

A atrofia prostatica causada pela toxina botulinica do tipo A € causada por
apoptose e nao necrose tecidual.

A administracdo da neurotoxina nao acarreta alteragbes teratogénicas e

sobre a fertilidade de ratos sprague-dawley.
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