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RESUMO

FERREIRA, Jodo Vitor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. EFEITOS DE DIFERENTES DOSES DO MINOXIDIL ORAL, EM DOIS
TEMPOS DE EXPOSICAO, NO COMPLEXO PROSTATICO DE CAMUNDONGOS
BALB/C. Orientador: Sergio Luis Pinto da Matta. Coorientadora: Monica Morais
Santos.

A finasterida e o minoxidil sdo medicamentos utilizados no tratamento da alopecia
androgenética. A finasterida é associada a vias antiandrogénicas e possivelmente a
disturbios em 6rgaos reprodutivos masculinos. O minoxidil, no entanto, ndo tem seus
mecanismos bem compreendidos. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos
que o uso do minoxidil oral pode causar na prostata, 6rgao andrégeno-dependente.
Foram utilizados 120 camundongos Balb/C adultos distribuidos em 6 grupos (n=20).
Todos os grupos receberam o tratamento diario via oral, por gavagem, por 42 e 84
dias. O grupo controle (CT) recebeu agua destilada, o grupo veiculo (VC) recebeu
Lauril Sulfato de Sédio 1%, o grupo controle positivo (F5,0) recebeu finasterida 5,0
mg/kg e os grupos M2,5; M5,0 e M7,5 receberam minoxidil nas doses 2,5; 5,0 e 7,5
mg/kg, respectivamente. Animais tratados com finasterida apresentaram redug¢ao no
peso do complexo prostatico. Os parametros histomorfométricos foram alterados,
sobretudo a altura epitelial do lobo prostatico ventral dos animais que receberam
finasterida. Os niveis de estradiol e di-hidrotestosterona foram alterados. O grupo
que recebeu finasterida apresentou aumento significativo na contagem de
mastocitos no lobo prostatico dorsal, indicio de inflamacao tecidual. A administracao
dos medicamentos ndo foi capaz de alterar a quantificacdo de colageno no estroma
prostatico, mas foi observado aumento de marcadores de estresse oxidativo, 0 que
pode ter sido indicativo para as mudancas na histofisiologia do 6rgao. Os dados
demonstraram que o minoxidil oral pode ser prejudicial para a prostata, pois a
administracdo da droga causou perturbagcdes no tecido, evidenciadas por meio de
analises morfoldgicas, como aumento de atrofia epitelial, células apoptéticas e
infiltrados inflamatoérios, e bioquimicas, como mudanga no perfil de hormdnios
sexuais. Entretanto, os efeitos observados foram mais pronunciados nos animais
tratados com finasterida, o que sugere ser maior fator de risco para a saude
reprodutiva masculina em comparagdo com o minoxidil oral.



Palavras-chave: finasterida; minoxidil; préstata; satude reprodutiva



ABSTRACT

FERREIRA, Jodo Vitor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August,
2024. EFFECTS OF DIFFERENT DOSES OF ORAL MINOXIDIL, AT TWO
EXPOSURE TIMES, ON THE PROSTATIC COMPLEX OF BALB/C MICE. Adviser:
Sergio Luis Pinto da Matta. Co-adviser: Monica Morais Santos.

Finasteride and minoxidil are medications used for the treatment of androgenetic
alopecia. Finasteride is associated to antiandrogenic pathways which may lead to
fertility-related disorders in men. Minoxidil, however, needs further enlightenment.
The aim of this study was to evaluate the effects the use of oral minoxidil in the
prostate, an androgen-dependent organ. A total of 120 adult Balb/C mice were
divided into six groups (n=20). All groups were subjected to daily treatment, via oral
gavage, for 42 and 84 days. Control group (CT) received distilled water, vehicle
group (VC) received sodium lauryl sulfate 1%, positive control group (F5,0) received
finasteride 5,0 mg/kg, and the groups M2,5; M5,0 and M7,5 received minoxidil doses
of 2,5; 5,0 and 7,5mg/kg, respectively. Animals subjected to finasteride showed a
reduction in the weight of the prostatic complex. The histomorphometric parameters
changed, especially the epithelial height of the ventral prostate lobe of the animals
that received finasteride. Estradiol and dihydrotestosterone levels were altered. The
group subjected to finasteride showed a significant increase in the mast cell count in
the dorsal prostate lobe, indicative of tissue inflammation. The medication was not
capable of influence the collagen levels in the prostatic stroma, but it was observed
an increase of oxidative stress biomarkers, which might be an indicative of changes
in the prostatic histophysiology. Results showed that the oral minoxidil can be
harmful for the prostate, because the medication caused implications on the tissue
evidenced through morphological, such as increased epithelial atrophy, apoptotic
cells and inflammatory infiltrates, and biochemical analyses, such as changes in the
profile of sex hormones. However, the observed effects were more pronounced in
animals subjected to finasteride, which suggests higher risk factor for the male
reproductive health if compared to oral minoxidil.

Keywords: finasteride; minoxidil; prostate; reproductive health
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1. INTRODUCAO

A alopecia androgenética (AAG) é o tipo mais comum de disturbio progressivo
de queda de cabelo que acomete, em gravidade variavel, mulheres e principalmente
homens, podendo atingir mais da metade daqueles com até 50 anos de idade (Severi
et al., 2003; Lolli et al., 2017; York et al., 2020). Esse tipo de alopecia se desenvolve
em individuos geneticamente predispostos, tendo como caracteristica a
miniaturizacdo gradual do foliculo piloso terminal, o que resulta no declinio da
densidade visivel de cabelo (Otberg et al., 2007; Kaliyadan et al., 2013). Além de ser
uma herancga hereditaria, trata-se uma condi¢céo dependente de andrégenos e, assim,
muitos de seus mecanismos moleculares ainda sdo desconhecidos, o que torna os
tratamentos muitas vezes limitados (Hamilton, 1951; Lolli et al., 2017). Sabe-se que a
patogénese tem relagdo com a di-hidrotestosterona (DHT), um metabdlito da
testosterona potencialmente mais ativo e abundante em couros cabeludos de homens
propensos a AAG, responsavel por interferir no ciclo de crescimento do foliculo piloso
e favorecer a calvicie (Trueb, 2002).

Atualmente, apenas o minoxidil tdpico e a finasterida oral sédo aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), no Brasil, como opc¢des terapéuticas para a AAG em
homens (Lee et al., 2018). Outras modalidades podem ser utilizadas, como o
transplante capilar cirurgico, porém, o custo elevado e o risco de sangramento e
infeccdo o torna irrealizavel para muitos individuos (Robinson, 2016). Além disso, o
medicamento na formulacéo tdpica apresenta algumas barreiras, e as mais comuns
sao saturacao da absorcao percutanea, dermatite de contato, prurido e irritacdo no
couro cabeludo (Olsen et al., 2002; Goren et al., 2015; Wall et al., 2022). Em conjunto,
a finasterida oral vem sendo relacionada a efeitos adversos como baixa libido e
disfungéo erétil, que implicam na saude sexual do homem (Corona et al., 2017). Dessa
forma, o uso do minoxidil oral em doses baixas se tornou uma opc¢ao off-label, ou seja,
com regimes de tratamento ndo especificados na rotulagem ou bula aprovada,
crescente e bem tolerada para tratamentos alopécicos (Largent, 2009; Sinclair, 2018;
Sharma et al., 2020).

Por mais que o mecanismo de agdo do minoxidil oral ainda ndo seja muito
bem compreendido, é atestado que ele pode atuar na alteragao de vias enzimaticas e
hormonais, bem como suprimir a expressao de receptores de andrégenos (AR) em



condigdes de AAG (Shen et al., 2023). Vias antiandrogénicas e vasodilatagdo sao
constantemente associadas a forma que o medicamento age no organismo, embora
ainda haja controvérsias (Sato et al., 1999; Pekmezci & Turkoglu, 2017; Gupta et al.,
2021). A finasterida, por sua vez, é um antiandrogénico sintético que atua na inibicao
da enzima 5a-redutase tipo Il, impedindo a conversao da testosterona em DHT (Mella
et al., 2010; Yim et al., 2014). Os niveis baixos deste metabdlito, no entanto, podem
comprometer a fisiologia de diversos tecidos e 6rgaos, sobretudo da prostata, que tem
o DHT como principal responsavel pela sua acao androgénica (Banerjee et al., 2018).

A prostata é uma glandula sexual acessoéria essencial para a funcao
reprodutiva (Kumar & Majumder, 1995; Marker et al., 2003). Mesmo sendo um érgao-
alvo para a acdo de andrégenos, os horménios esteroides, como 0 estrogénio e a
progesterona, também exercem um importante papel no seu crescimento e na sua
homeostase (Nelles et al., 2011). Portanto, um desequilibrio desses horménios pode
resultar em anormalidades estruturais e funcionais na glandula (Ito et al., 2000). Dessa
forma, vale destacar a importancia de estudos que buscam compreender as
consequéncias das alteracdes nas vias hormonais sobre a prostata, modificando a
estrutura e, consequentemente, a fungéo bioldgica desse 6rgéo.

Na literatura sdo escassos os trabalhos acerca dos efeitos dos medicamentos
na prostata, tendo em vista a grande adesao destes tratamentos para tratar a calvicie
(Sharma et al., 2020). Nesta tematica, sobressaem-se o0s estudos clinicos em
humanos e experimentais em relacdo a finasterida, que testam essa droga
principalmente para tratar queda de cabelo e promover seu crescimento, embora o
uso da droga também tenha grande aplicabilidade para o tratamento de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (Carrefio-Orellana et al., 2016; Motofei et al., 2019; Busetto
et al., 2020; Li et al., 2022; Kaiser et al., 2023). Adicionalmente, 0 nimero de estudos
que envolvem o uso de minoxidil oral se resumem a eficacia do medicamento e seus
efeitos colaterais, especificamente no tratamento de alopecia (Nascimento et al.,
2020; Randolph & Tosti, 2020; Gupta et al., 2021; Vané-Galvan et al., 2021). Espera-
se que a populacdo masculina mais jovem tenha maior probabilidade de buscar
tratamentos com tais medicamentos, por serem 0s que mais se preocupam com a
autoimagem, além de ser essa a faixa etdria mais interessada em preservar a
fertilidade (Batrinos, 2014; Bearelly & Avellino, 2021). Nesse cenario, se faz
imprescindivel mais estudos, especialmente do minoxidil oral, além de anadlises

comparativas entre minoxidil e finasterida, para a melhor compreensao dos efeitos
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que a administragdo dos medicamentos pode causar nas fungbes reprodutivas
masculinas, em especial na saude e integridade funcional da préstata.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alopecia

A alopecia € a queda de cabelo de uma ou mais areas do corpo, mais
frequentemente no couro cabeludo, podendo afetar a vida de homens e mulheres em
todo o mundo (Jamerson & Aguh, 2021). Pode ser apresentada por duas categorias
principais: alopecia cicatricial, caracterizada pela destruicdo completa do foliculo
piloso, por meio de um processo inflamatorio desconhecido, que leva a perda
permanente de cabelo; e alopecia n&o cicatricial, quando a unidade folicular
permanece intacta durante a evolugdo da calvicie. Esta ultima € o modelo mais
prevalente e engloba condicbes como areata, dos tipos universal, total e
androgenética (Harries & Paus, 2010; Jamerson & Aguh, 2021; Chen et al., 2023). A
alopecia areata tem origem autoimune e se caracteriza por manchas irregulares no
couro cabeludo provocadas pela queda capilar (Dawber & Van, 1995). As condi¢oes
mais graves de alopecia areata configuram-se como a perda total dos fios no couro
cabeludo, como na alopecia total e, ainda mais severa, a alopecia universal, na qual
h& perda capilar total no couro cabeludo além dos pelos por todo o corpo (Burroway
et al., 2019).

A alopecia androgenética (AAG), ou calvicie de padrao masculino, tem sido
demonstrada como um tipo frequente de perda de cabelo progressiva, de gravidade
variavel, na qual a predisposicao genética e a atividade de hormdnios androgénicos
estdo claramente associadas a esta condigéo (Lolli et al., 2017; Martinez et al., 2018).
A idade também é um fator a ser considerado, pois a doenca afeta mais da metade
dos homens com até 50 anos e o percentual aumenta para aqueles acima de 80 anos
(Batrinos, 2014; York et al., 2020). Um estudo indicou que, em uma comunidade de
Singapura, a prevaléncia da AAG foi de 32% entre homens jovens e adultos de até 26
anos de idade (Tang et al., 2000). Embora seja frequentemente associada ao sexo
masculino, pode acometer 40% das mulheres em algum momento da vida (Santos et

al., 2015). Estudos em gémeos mostram a hereditariedade como responsavel por



11

cerca de 80% da predisposi¢ao a calvicie e, ainda, um risco elevado € observado em
filhnos de pais calvos (Heath et al., 2003; Chumlea et al., 2004).

Além de sua importdncia na saude reprodutiva, os andrégenos tém
importancia no aumento do tamanho do foliculo e do didmetro da fibra capilar,
exercendo um papel imprescindivel no crescimento dos cabelos (Messenger, 1993;
Grymowicz et al., 2020). Individuos que possuem o couro cabeludo predisposto a
AAG, apresentam maior expressao do receptor de andrégeno (AR) e elevados niveis
de di-hidrotestosterona (DHT), que é um ligante do receptor de andrégeno muito mais
potente que a testosterona, o que confere cabelos mais curtos e finos (Trueb,
2002). Dessa forma, constata-se que a DHT, importante esteroide androgénico, pode
promover a miniaturizagao dos fios (Norwood, 1975; Trueb, 2002). A reducédo de seus
niveis, portanto, é crucial para a prevencao e tratamento da AAG (Zhou et al., 2020).

O ciclo capilar tem controle hormonal e de fatores de crescimento locais que
certamente s&o produzidos proximo e dentro do bulbo capilar e da papila folicular
(Paus et al., 2008). Normalmente, é determinado por uma fase anagena, de
crescimento no comprimento do cabelo, seguido de um estadgio de regressao
chamado de fase catagena e, por fim, uma fase de repouso, conhecida como telégena
(Kaliyadan et al., 2013). A maior parte dos cabelos do couro cabeludo estdo
tipicamente na fase anagena, que pode durar até 7 anos, sendo o estagio onde as
células do foliculo se multiplicam rapidamente para promover o crescimento no
comprimento do fio capilar. Outra por¢ao dos cabelos encontram-se na fase catagena,
onde a divisdo celular € interrompida, um periodo que dura de 2 a 3 semanas. Por fim,
parte dos fios estdo na fase telégena, onde ndo ha producdo de novos fios,
envolvendo cerca de 100 dias que antecedem o novo crescimento capilar (Shahsavari
et al.,, 2024). Em casos de alopecia, a fase anagena diminui e a fase telégena
aumenta, o que compromete o comprimento do cabelo novo e leva a uma aparéncia
calva (Kaliyadan et al., 2013). Nessa alteracdo da relagdo anagena e telégena, ha
uma diminui¢cao progressiva do tamanho do bulbo capilar e da espessura do foliculo
piloso (Blume-Peytavi & Vogt, 2013).

O cabelo é um importante fator da autoimagem do individuo e, por isso, sua
perda pode ser uma causa de depressao, ansiedade e angustia (Tabolli et al., 2013).
Nesse sentido, o impacto psicossocial que a queda capilar pode provocar deve ser
levado em consideracgao, pois percepcoes negativas em relacao a autoimagem podem
afetar a vida social de pessoas calvas (Asfour et al., 2023). Um estudo com homens
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demonstrou que aqueles afetados pela calvicie se consideram menos atraentes em
relacdo aos nao calvos, além de acharem que a falta de cabelo os deixa com
aparéncia mais envelhecida. Alias, constatou-se que os que mais sofrem sdo os mais
jovens e que apresentam calvicie progressiva, ou seja, quando a perda capilar € mais
evidente e extensa pelo couro cabeludo (Cash, 1992). Dessa forma, é nesta faixa
etaria que estdo os principais interessados pela busca de tratamentos (Tang et al.,
2000; Batrinos, 2014).

2.2 Minoxidil e finasterida no tratamento de alopecia androgenética

Inicialmente, o minoxidil oral foi introduzido como um anti-hipertensivo devido
a sua capacidade de diminuir a pressao arterial (Campese, 1981). O medicamento era
utilizado somente para esta finalidade, em doses padrao de 10 a 40 mg/dia, que
podiam chegar até a dose maxima de 100 mg/dia (Jimenez-Cauhe et al., 2020). No
entanto, foram observados sinais ndo esperados nos pacientes hipertensos, como
hipertricose, levando a indicios de que a droga poderia ter potencial para o tratamento
da calvicie, como na alopecia androgenética (Panchaprateep & Lueangarun, 2020). A
partir disso, houve a criacdo da formulagcéo topica, com o objetivo de estimular o
crescimento capilar. No entanto, foram observados diversos efeitos colaterais, como
dermatite de contato e alérgica, prurido, irritacdo do couro cabeludo e hipertricose
facial. Além disso, outras desvantagens foram mencionadas, como o desconforto ao
aplicar o medicamento. Todos esses fatores permitiram que o uso do minoxidil, na
forma oral, se tornasse uma alternativa viavel, e com maior tolerancia entre os
individuos, para tratar a perda de cabelo (Ebner & Mdiller, 1995; Suchonwanit et al.,
2019; Nestor et al., 2021).

Por mais que a AAG seja uma condi¢ao prevalente na populagédo humana, as
opcbes terapéuticas aprovadas sao limitadas, sendo necessario que pesquisas
futuras promovam mais evidéncias acerca de outras terapias para esta doenca. E
importante que a eficacia, a praticidade, os custos e os efeitos colaterais do tratamento
sejam levados em consideragdo (Nestor et al., 2021). O microagulhamento e o
transplante capilar podem ser boas opg¢des, porém seu alto custo e suas possiveis
complicagdes os tornam inacessiveis para muitas pessoas (Kerure & Patwardhan,
2018; Devjani et al., 2023). A mesoterapia, procedimento ndo cirdrgico que consiste
na aplicagdo de substancias farmacoldgicas, como a dutasterida, por via subcutanea
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ou intradérmica, apresentou uma resposta terapéutica eficaz, com efeitos colaterais
leves e uma opg¢ao aconselhada para pacientes que desejam evitar o tratamento oral
(Saceda-Corralo et al., 2022). Atualmente, apesar de seus efeitos adversos ja
relatados, o minoxidil tépico e a finasterida oral sdo os dois Unicos medicamentos
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) no Brasil (Devjani et al., 2023). No entanto,
mesmo nao tendo aprovagéo para tratar AAG, o minoxidil oral em doses baixas tem
obtido bastante adesdo em homens e mulheres, demonstrando resultados
promissores (Panchaprateep & Lueangarun, 2020; Ramirez-Marin & Tosti, 2022).

Para o tratamento da alopecia, sdo utilizadas doses inferiores aquelas
utilizadas para tratar hipertensao, entre 0,25 e 5,0 mg/dia, em mulheres e homens,
sendo usada de maneira off-label em pacientes adultos jovens com queda de cabelo
padronizada, ou naqueles que apresentaram baixa adesdo ou intolerancia a
formulacéo tépica (Jimenez-Cauhe et al., 2019). De fato, Randolph & Tosti (2020)
demonstraram que o minoxidil oral € uma alternativa de tratamento eficaz e bem
tolerada em pacientes que relataram dificuldades e incbmodos quando usaram a via
topica. Jimenez-Cauhe et al. (2019) observaram que a dose de 5 mg por dia foi eficaz
e apresentou um perfil de seguranca em homens com AAG, mesmo havendo efeitos
adversos, porém toleraveis, em parte dos homens tratados. Uma mesma dose
administrada por 24 semanas, uma vez ao dia, foi objeto de estudo de Panchaprateep
& Lueangarun (2020), que relataram a eficacia e a seguranca do minoxidil oral em
homens com AAG, apresentando aumento efetivo do crescimento do cabelo e efeitos
colaterais comuns, como hipertricose, principalmente na face e nos antebracos de
93% dos homens tratados e edema no pé, em 10% deles. E relatado que os efeitos
colaterais sao reversiveis com a interrupcdo do medicamento e que as opcdes por
terapias orais sdo preferencialmente mais faceis entre os pacientes (Panchaprateep
& Lueangarun, 2020; Nestor et al., 2021).

O mecanismo de acado do minoxidil oral ndo é bem compreendido e muitas
vezes controverso, mas algumas possibilidades ja foram propostas nas quais o
minoxidil pode exercer efeito através de multiplas vias, como induzir a via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina nas células da papila dérmica (Gupta et al., 2021). Ao
ativar essa via, 0 medicamento estimula a liberacdo de fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), o que pode prolongar a fase anagena dos foliculos
capilares em individuos com AAG (Lachgar et al., 1998; Choi, 2020; Gupta et al.,
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2021). Por outro lado, um estudo mostrou que a droga n&o induziu o prolongamento
da fase anagena, embora esta fase tenha iniciado precocemente em ratos que
receberam a aplicacdo de minoxidil tépico (Mori & Uno, 1990). Além disso, seu efeito
vasodilatador pode ter importancia ao levar mais nutrientes e sangue rico em oxigénio
até os foliculos pilosos, favorecendo assim, o crescimento capilar (Gupta et al., 2021;
Villani et al., 2021). A droga também pode ter efeitos em vias antiandrogénicas sendo
relatada, in vitro, a redugao da expressao génica de 5a-redutase tipo Il em linhagem
de queratinécitos humanos, embora nao haja evidéncias suficientes na literatura de
como se déa a interacdo do minoxidil com esta enzima (Pekmezci & Turkoglu, 2017).
Por outro lado, Sato et al (1999) demonstraram aumento da atividade de enzimas de
vias androgénicas, como a 5a-redutase, além da 173-hidroxiesterdide desidrogenase
(17B-HSD), envolvidas na ultima etapa da sintese de testosterona, ambas em células
de papila dérmica humana. Sabe-se que a acéo farmacoldgica do minoxidil oral vem
do seu metabdlito sulfatado e a sua metabolizacdo ocorre no figado por
glucuronidacao, hidroxilagdo e sulfatacdo. Além disso, a droga apresenta meia-vida
de 3 a 4 horas, e a excrecao renal ocorre, predominantemente, em até 20 horas (Buhl
et al., 1990; Rogers & Avram, 2008; Gupta et al., 2021).

Em relacdo a finasterida oral, seu mecanismo de atuacao é a partir da inibicdo
da enzima 5a-redutase tipo I, o que leva ao bloqueio da conversao da testosterona
em DHT, diminuindo seus niveis séricos e, consequentemente, reduzindo a queda
capilar mediada por andrégenos (Dhurat et al., 2020). Porém, a queda dos niveis de
DHT pode influenciar negativamente os parametros espermaticos, aléem de outros
fatores reprodutivos masculinos (Semet et al., 2017). O uso desse medicamento esta
associado a efeitos colaterais sexuais e disturbios relacionados a fertilidade (Santana
et al., 2023). A droga é encontrada em doses de 1 a 5 mg e sua eficacia contra AAG
ja foi comprovada em pacientes que relataram melhora acentuada no crescimento de
cabelos em até um ano de uso, podendo se estender a uma década (Rossi et al.,
2011).

Além da AAG, a finasterida é utilizada frequentemente no tratamento de
hiperplasia prostatica benigna (HPB), uma condi¢cdo cronica comum relacionada a
idade (Laanani et al., 2023). A HPB caracteriza-se pelo aumento da préstata resultante
da proliferacdo de células estromais e epiteliais ao redor da uretra, provocando
sintomas do trato urinario inferior muito caracteristicos, como a dificuldade de miccao

(De Nunzio et al., 2012). Assim, por reduzir os niveis de DHT pela inibicdo de 5a-
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redutase, a finasterida é capaz de reduzir a proliferacao celular e, consequentemente,
o volume da glandula, aliviando os sintomas (Wu et al., 2021).

Mesmo sendo considerado um medicamento seguro e bem tolerado, uma
parcela dos usuarios que recebeu doses de 5 mg/dia relatou efeitos colaterais sexuais,
como disfuncao erétil, diminuicdo da libido, diminuicdo do volume ejaculatério e
problemas com o orgasmo (Cather et al., 1999; Irwig & Kolukula, 2011; Semet et al.,
2017). H& relatos, ainda, associados com questdes sociais, emocionais e
psicolégicas, como depressao e automutilagcdo apds o uso do medicamento (Nguyen
et al., 2021). Por outro lado, ja foi constatado que a dose de 1 mg/dia em homens
jovens saudaveis ndo apresentou adversidades, sem alterar a espermatogénese, a
producdo de sémen, a morfologia dos espermatozoides e os niveis de testosterona
(Overstreet et al., 1999). Em contrapartida, Irwig & Kolukula (2011) demonstraram a
persisténcia de efeitos colaterais apds a interrupcdo do uso, em homens em
tratamento de AAG que utilizaram esta mesma dose. Assim, é preciso que 0
profissional de saude faca uma avaliacao precisa e individualizada para o uso ou nao
de medicamentos que inibam a 5a-redutase, principalmente em pacientes com

histérico de problemas como os supracitados (Pereira & Coelho, 2020).

2.3 Caracteristicas gerais da prostata humana e de roedor

A préstata € a maior e uma das principais glandulas anexas ao sistema
reprodutor masculino de mamiferos. Esta localizada na cavidade pélvica,
posteriormente a sinfise pubica, anterior ao reto e abaixo do colo da bexiga, onde se
dispde ao redor da porcéo inicial da uretra, designada uretra prostatica (Aumdiller &
Adler, 1979; Francis & Swain, 2017).

Apesar da morfogénese da prostata ser similar em muitas espécies, sua
anatomia difere entre os mamiferos (Timms, 1994). Em humanos, a préstata é uma
estrutura compacta e disposta de forma concéntrica em torno da uretra, onde séo
reconhecidas quatro regides com caracteristicas histolégicas especificas, sendo a
zona periférica, zona de transicédo, zona central e, de caracteristica aglandular, a zona
anterior (Figura 1) (Shappell et al., 2004; Prins & Lindgren, 2015). Todavia, a glandula
de roedor é dividida em quatro lobos bilateralmente simétricos, classificados de acordo
com sua topografia em relacdo a uretra, denominados como préstata anterior ou
glandula de coagulagéo, préstata ventral, prostata lateral e préstata dorsal, sendo
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estes dois ultimos lobos muitas vezes agrupados como dorsolateral, embora
apresentem diferengas em sua histologia (Figura 1) (Cunha et al., 1987; Prins &
Lindgren, 2015). O conjunto dos lobos é usualmente referido como complexo
prostatico (Gongalves et al., 2016). A prostata anterior fica adjacente a concavidade
da vesicula seminal, a prostata ventral fica abaixo da bexiga, o lobo lateral se encontra
em ambos os lados da uretra e, por fim, o lobo dorsal, que esta localizado
bilateralmente na base da vesicula seminal (Hayashi et al., 1991; Oliveira et al., 2016).
Dessa forma, apesar das diferencas anatémicas, ha também muitas semelhancgas
entre a préstata humana e de roedor, como a composi¢do celular e molecular e o
desenvolvimento embrionario, o que favorece o uso destes animais como modelo
experimental (Valkenburg & Williams, 2011).

Ainda que a prostata ventral de roedores ndo possua nenhum tipo de
homologia com quaisquer das zonas da prostata humana, frequentemente é
associada a alteracdes relacionadas ao envelhecimento, e por isso bastante utilizada
em experimentos (Morais-Santos et al., 2015; Campolina-Silva et al., 2020). Além
disso, € um dos principais lobos dependentes de andrdégenos, além de abranger
aproximadamente a metade da massa de todo o complexo prostatico (Banerjee et al.,
2000; Desai et al., 2004). Em contrapartida, os lobos dorsais e laterais se assemelham
com a zona periférica da préstata humana, local mais suscetivel ao desenvolvimento
de tumores, enquanto que o lobo anterior € correspondente a zona central, regido
mais resistente a carcinogénese (Shappell et al., 2004; Morais-Santos et al., 2015;
lttmann, 2017).

A principal funcao da préstata é produzir o liquido prostatico, uma secrecao
leitosa, homogénea e alcalina, que corresponde a aproximadamente 30% do plasma
seminal, responsavel por nutrir e proteger os espermatozoides durante a ejaculacao,
garantindo, assim, o sucesso reprodutivo (Kumar & Majumder, 1995). Nessa
secrecdo, encontram-se importantes substancias biolégicas como frutose, acido
citrico, espermina, prostaglandinas, zinco, proteinas, imunoglobulinas e enzimas
especificas, como proteases, esterases e fosfatases (Chalabi et al., 2002). A
veiculacdo dos espermatozoides é facilitada pela presenca, principalmente, de
fibrinolisina, coagulase e antigeno prostatico especifico (PSA), que atuam na
liquefacdo do sémen e do muco cervical. Parte da nutricao dos espermatozoides se
da pela fosfatase acida e sua sobrevivéncia nas vias genitais femininas é assegurada

pelo citrato de célcio, essencial na alcalinizagdo do pH vaginal. Ja os elevados niveis
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de zinco sdo essenciais para a protecdo dos gametas, uma vez que possui acao
antioxidante e antibacteriana (Aumuller & Adler, 1979; Kumar & Majumder, 1995).

Zona Central Vesicula Seminal

Bexiga Lobo Anterior

Zona de
Transigao

Zona

Fibromuscular Zona Periférica Lobo Ventral

Anteri
nterior Lobo Dorsal

Lobo Lateral

Uretra

Uretra
Figura 1 - Representacdo esquematica da prostata humana (a esquerda) e da
préstata murina (a direita) em visao lateral. Adaptado de Luo & Liu, 2012.

2.3.1 Aspectos histologicos da préstata

A prostata é composta de epitélio glandular, arranjado em acinos e ductos, e
de estroma, constituido por tecido fioromuscular e uma matriz proteica (Srougi et al.,
2010; Lee et al.,, 2011; Chung et al., 2012). Organiza-se em um conjunto de até 50
glandulas tubulo-alveolares ramificadas, os adenémeros, formados por um epitélio
cubico ou pseudoestratificado colunar, dependendo do seu nivel de atividade
secretora, e encontram-se circundados por um estroma fibromuscular através do qual
seus ductos atingem a uretra prostatica (Cormack, 2003; Gartner & Hiatt, 2003; Chung
et al., 2012; Junqueira & Carneiro, 2013).

As caracteristicas dos lobos prostaticos murinos séo distintas, sendo o padréo
de dobramento epitelial um dos fatores de diferenciacdo entre eles (Lee et al., 1990).
A préstata anterior apresenta dobras extensas, estrutura tubular, epitélio formado por
células cubicas ou colunares e a secrecao luminal € homogénea e eosindfila. O lobo
dorsolateral possui dobramento significativo, porém menor que a préstata anterior.
Separadamente, a prostata dorsal apresenta epitélio variando de colunar a cubico,
seus acinos possuem pequeno diametro em relagdo aos outros lobos, o nucleo dispbe
de forma central no citoplasma granular tipico desse lobo e o limen possui secregao
homogénea e eosindfila. A préstata lateral, por sua vez, apresenta um epitélio que
varia de colunar a cubico constituido por células baixas que formam um lumen que

pode se apresentar de diferentes tamanhos. A préstata ventral, que possui um
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dobramento minimo em comparacdo aos outros lobos, apresenta epitélio
pseudoestratificado prismatico, nucleo localizados no ter¢co basal e, geralmente, o
limen possui uma secrecao palida (Lee et al., 1990; Hayashi et al., 1991; Oliveira et
al., 2016).

O epitélio glandular é composto por trés tipos celulares diferenciados pela sua
morfologia, localizacdo e fungdo especificas: células secretoras, basais e
neuroenddcrinas. As células secretoras, também chamadas de células luminais, tém
um aspecto colunar com margens indefinidas, citoplasma abundante, ndcleo basal,
numerosos granulos secretores e receptores de andrégenos. E o tipo celular mais
frequente no epitélio e sua fungdo é produzir o liquido prostatico, rico em fosfatase
acida e PSA (Srougi et al., 2010). As células basais apresentam formato arredondado
e irregular, citoplasma escasso e nucleo pequeno. Algumas apresentam-se
indiferenciadas e sao consideradas células-tronco. Em espécies murinas, estas
células s&o pouco numerosas e estédo localizadas junto a membrana basal dos acinos,
podendo atingir ou ndo a superficie luminal (El-Alfy et al., 2000; Shum et al., 2008).
Acredita-se que sejam as precursoras das células secretoras e que possuem o papel
de transportar materiais entre as células epiteliais de secrecdo e 0 espago
extracelular. Em humanos, a célula basal apresenta caracteristicas distintas daquelas
encontradas em roedores. S&o encontradas em maior quantidade e muitas vezes séo
diferenciadas e apresentam juncdes oclusivas entre elas, indicando importante papel
na comunicacao e no transporte celular (EI-Alfy et al., 2000; Srougi et al., 2010). As
células neuroendécrinas sao dificilmente observadas em coloragbes histolégicas de
rotina, sendo distribuidas em grupos ou isoladas. S&o capazes de secretar peptideos,
serotonina, hormoénio tireoestimulante, calcitonina e somatostatina, atuando na
regulacao intraepitelial, no crescimento, na diferenciacdo e nos processos secretérios
do érgao maduro (Abrahamsson & Di Sant'Agnese, 1993; Bostwick et al., 2008; Srougi
et al., 2010; lttmann, 2017).

O estroma prostatico desempenha papel essencial no desenvolvimento e na
manutengdo do estado diferenciado do epitélio (Carvalho et al., 2012). E constituido,
principalmente, por coladgeno tipo | e lll, matriz proteica, células musculares e
fibroblastos (Deering et al., 1994; Chagas et al., 2002; Srougi et al., 2010). O colageno,
importante constituinte da matriz extracelular, ajuda a preservar a elasticidade e a
resisténcia a tracao, sendo fundamental para manter a integridade estrutural do érgao
(Gelse, 2003). Ainda, é possivel observar nervos, vasos sanguineos e mastocitos,
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importantes células da linha de frente da defesa imunoldgica. A quantidade de fibras
musculares lisas é fator de diferenciagdo entre o estroma prostatico humano e de
roedor. Na préstata humana as células musculares lisas encontram-se em grande
quantidade e distribuidas por todo estroma, enquanto que em roedores elas
encontram-se restritas em torno dos adenbmeros organizadas por camadas

concéntricas (Hayward et al., 1996).

2.3.2 Aspectos hormonais da prostata

O desenvolvimento e o crescimento normal da préstata sao influenciados por
androgenos e estrégenos, horménios esteroides sexuais derivados do colesterol.
Estes horménios podem ser secretados pelos testiculos, ovarios e cértex da glandula
adrenal e, ap6s a sua secrecdo, sao liberados na corrente sanguinea e induzem
diferentes efeitos biolégicos (Chan & O'Malley, 1976; Ellem & Risbridger, 2009; Hu et
al., 2010). Um balanco sinérgico androgeno/estrdgeno € crucial para a integridade e
crescimento normal da prostata (lto et al., 2000).

2.3.2.1 Andrégenos

O papel dos andrégenos é essencial para o desenvolvimento e crescimento do trato
genital masculino, sobretudo da préstata, que tem seus compartimentos epitelial e
estromal estimulados a diferenciagdo e proliferacdo pela acdo destes horménios
(Corona et al., 2014). Em humanos, existem quatro formas principais de androgenos
circulantes: a testosterona, a di-hidrotestosterona (DHT), a androstenediona, a
deidroepiandrosterona (DHEA) e seu derivado sulfatado (DHEAS) (Handa & Price,
2000). Nos homens adultos, a testosterona é o andrégeno mais abundante, e sob
acao de uma enzima citoplasmatica denominada 5a-redutase, pode ser convertido a
DHT, metabdlito mais ativo que possui afinidade de até dez vezes maior pelo receptor
androgénico do que a propria testosterona (Wu, 1997). Na prostata, a presenca de
DHT é necessaria para o completo desenvolvimento e funcionamento da glandula
(Swerdloff et al., 2017).
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2.3.2.2 Estrogenos

Assim como os andrégenos, os estrogenos também regulam muitos eventos
fisioldgicos, inclusive nos 6rgaos reprodutivos (Pakdel, 2023). Embora seja o principal
horménio feminino, pequenas quantidades sao sintetizadas nos homens, nas células
de Leydig e Sertoli, por meio da conversdo da testosterona mediada pela enzima
aromatase (Carreau et al., 2003; Hess, 2003). Assim, comumente pode ser produzido
em locais com alta atividade dessa enzima, como ocorre na préstata, nos tecidos
adiposo e 6sseo e em regides do sistema nervoso central (Aires, 2012; Morais-Santos
et al.,, 2018). Quando no tecido prostatico, podem estar associados a divisao e
diferenciacao das células epiteliais, e, por muitas vezes, a proliferacdo celular
exagerada e a desorganizacao tecidual (Pelletier, 2002; Prins et al., 2007).

A sua acao é mediada por receptores de estrogénio (ER), que possuem dois
isotipos denominados ERa e ERP, presentes na préstata com diferentes intensidades
de expressao (Kuiper et al., 1996; Page, 2011; Xu et al., 2018). A localizagao destes
receptores é diferente nos tecidos prostéaticos, sendo o ERa comumente expresso nas
células do estroma e em esparsas células epiteliais, enquanto que o ER € localizado
intensamente no epitélio (Morais-Santos et al., 2015; Gangkak et al., 2017; Morais-
Santos et al., 2018). A acdo dos ER é complexa, pois estes possuem papéis
antagdnicos na prostata: o ERa é associado a proliferacdo aberrante, inflamacéao e
cancer, enquanto, contrariamente, o estrogénio € capaz de exercer funcao benéfica
via ER, sendo frequentemente relacionado a prevencao da hiperplasia e hipertrofia
celular, por possuir papéis anti-proliferativos e pré-apoptoticos (Ellem & Risbridger,
2007).

2.4 Acao do minoxidil e da finasterida na prostata

As duas isoenzimas de 5a-redutase, denominadas tipo | (5aR-I1) e tipo Il (5aR-
I), sdo expressas em diferentes intensidades nos mais variados sistemas bioldgicos.
A 5aR-I esta presente na maioria dos tecidos e sua expresséao € preferencialmente na
pele e no figado, com pouca importancia fisiol6gica nos érgdos genitais. Por outro
lado, além de possuir alta afinidade por substratos esteroides, a 5aR-1l se expressa
principalmente nos tecidos reprodutivos, especialmente na prostata (Thigpen et al.,
1993; Bartsch et al., 2000). Como ja descrito anteriormente, essa enzima tem sua
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atividade inibida pela acdo de drogas, como a finasterida. Por este medicamento ter
maior afinidade pela 5aR-Il, os niveis de DHT s&o suprimidos em até 90% na préstata,
mais evidente que a queda no soro, de 70% (Bartsch et al., 2000). Sabendo que a
DHT atua como andrégeno primario na préstata, podendo acelerar a HPB, torna-se
necessaria uma investigacao apurada dos efeitos da administracdo de medicamentos
que influenciam na regulacdo hormonal nessa glandula, seja para fins de tratamento
da HPB ou AAG (Bartsch et al., 2000).

Wu et al (2016) propuseram uma analise comparativa de toxicologia
reprodutiva entre os medicamentos aprovados para tratar alopecia e mostraram que
o tratamento com finasterida torna os homens com AAG mais suscetiveis a problemas
reprodutivos. Dessa forma, o medicamento deve ser usado com cautela e, na escolha
do tratamento adequado, deve ser levado em consideracéo todos os efeitos adversos.
Além disso, ha evidéncias que apontam o efeito toxico da finasterida no sistema
reprodutor masculino e, por estar relacionada a receptor de andrdégenos, a sinalizagao
de horménios sexuais pode ser afetada. Um trabalho experimental realizado em ratos
demonstrou complicagéo nas formacdes congénitas do aparelho genital dos animais
tratados com finasterida (Bowman et al., 2003). Houve, ainda, uma discussao acerca
da possibilidade da droga desenvolver cancer de prostata de alto grau, mas esse risco
nao foi confirmado (Lynn & Krunic, 2010).

Apesar de escassos, 0s estudos que envolvem o minoxidil, na formulacao
oral, mostraram queda nos niveis séricos de testosterona ou diminuicdo de sua
producédo nos testiculos (Parker et al., 1982; Mingsan et al., 2020; Santana et al.,
2023). Isso nos sugere que podem ocorrer alteragdes funcionais, também, em outros
6rgaos reprodutivos, como na préstata.

Envolvidos na AAG, os receptores de androgenos tém papel notdério em uma
ampla gama de doengas e processos fisiolégicos. Na calvicie, eles sdo expressos em
niveis significativamente mais elevados quando comparados com os foliculos do
couro cabeludo ndo calvo (Sawaya & Price, 1997). Por sua vez, embora alguns
estudos relatarem que o minoxidil n&o atua diretamente por meio de um efeito
androgénico, outros trabalhos mostraram sua relacdo com os receptores de
andrégenos, de modo que a droga é capaz de suprimir fungdes relacionadas a estes
receptores, como o crescimento celular (Nuck et al., 1987; Messenger & Rundegren,
2004; Hsu et al., 2014). Dessa forma, sabendo que a prostata € andrégeno
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dependente, torna-se necessario mensurar e entender os possiveis efeitos que

medicamentos, como minoxidil e finasterida, podem causar neste érgao.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar possiveis efeitos causados no
complexo prostatico de camundongos Balb/C adultos apdés administracdo oral de
minoxidil, nas doses 2,5 mg/dia, 5,0 mg/dia e 7,5 mg/dia, e de finasterida, na dose de
5,0 mg/dia, durante 42 e 84 dias de tratamento.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar parametros corporais e morfométricos prostaticos dos lobos
ventral e dorsal de camundongos Balb/C adultos;

. Determinar os niveis intra prostaticos de di-hidrotestosterona e estradiol;

. Verificar possiveis histopatologias nos lobos prostaticos analisados;

. Quantificar 0 numero de mastdcitos no estroma dos lobos prostaticos
analisados;

. Mensurar o percentual e tipo de fibras colagenas no estroma dos lobos
prostaticos analisados;

. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes Superdxido dismutase,
Catalase e Glutationa S-transferase;

. Mensurar a concentracdo de malondialdeido, 6xido nitrico e proteina

carbonilada no complexo prostatico.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 120 camundongos Balb/C machos com 76 dias de idade,

provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde da
Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Os animais foram mantidos no Biotério do
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Departamento de Biologia Geral sob condi¢gdes padrdo de dieta (agua e racédo ad
libitum), luminosidade (12h de claro e 12h de escuro) e temperatura (21°C a 22°C).
Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV
(processo 25/2022) e seguiu as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacao Animal (CONCEA).

4.2 Delineamento experimental

Apos 46 dias de aclimatagdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 6 grupos experimentais (n = 20) e alojados em gaiolas de polipropileno. Todos os
grupos receberam o tratamento via oral, por gavagem (0,2 mL), diariamente, por 42
ou 84 dias. O grupo controle (CT) recebeu agua destilada, o grupo veiculo (VC)
recebeu Lauril Sulfato de So6dio 1%, o grupo controle positivo (F5,0) recebeu
finasterida (5,0 mg/kg), o grupo M2,5 recebeu minoxidil (2,5 mg/kg), o grupo M5,0
recebeu minoxidil (5,0 mg/kg) e o grupo M7,5 recebeu minoxidil (7,5 mg/kg). A porcao
de 0,2 mL utilizada foi baseada no valor indicado para administracdo por gavagem em
camundongos (0,1 mL/10 g peso corporal), levando em considera¢cao o tamanho do
estbmago dos animais.

Santana et al (2023) mostraram que nao ha consenso a respeito da dose ideal
de minoxidil, porém, para finasterida, a dose mais avaliada é a de 5 mg/kg. Dessa
forma, as dosagens utilizadas neste trabalho foram determinadas de acordo com essa
referéncia. O grupo finasterida, usado como controle positivo, serviu de base para a
escolha das doses de minoxidil, 2,5, 5,0 e 7,5 mg/kg, pois equivalem a dose menor,
igual e maior que a dose comumente utilizada nas pesquisas.

Os periodos de tratamento, 42 e 84 dias, foram determinados pelo tempo de
duracdo de um e dois ciclos espermatogénicos no camundongo, respectivamente
(Franca & Russell, 1998). O experimento por 84 dias corresponde ao uso prolongado

do medicamento.
4.3 Coleta e preparacao dos tecidos

Apo6s cada periodo de tratamento, 10 animais de cada grupo foram
eutanasiados por administragao intraperitoneal de cetamina (57 mg/kg) e xilazina (4,3
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mg/kg). Foi realizada uma laparotomia a partir da incisédo na linha alba para obtencao
da préstata.

Os lobos prostaticos dos animais destinados as andlises de estado oxidativo
e quantificacao hormonal foram dissecados, pesados e congelados em nitrogénio
liquido (-196°C) e posteriormente armazenados em ultra-freezer (-80°C) até o seu
processamento.

Os lobos destinados as analises histol6gicas foram imersos em solucao de
formalina neutra tamponada 10%. Apds o processo de fixagdo, o complexo prostatico
foi dissecado, pesado, lavado em solugdo de salina tampao fosfato (PBS), desidratado
em série crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluido em parafina. A posicéo
de inclusdo do complexo prostatico € dada em posicao anterior, de acordo com a sua
conformacao anatémica (Figura 2). A prostata anterior foi separada dos demais lobos
para que o posicionamento da inclusdo fosse feito de forma adequada. Este lobo foi
incluido a parte para estudos futuros. Para o presente trabalho, a inclusdo do
complexo prostatico envolveu os lobos ventral e dorsal em sua posicao in situ junto a
uretra. Os fragmentos foram seccionados a 5 ym de espessura por meio de um
micrétomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha). As laminas
resultantes foram destinadas a trés protocolos de coloragcdo, sendo eles por
Hematoxilina e Eosina (H&E), Azul de Toluidina/Borato de Sédio e por Picrosirius, de
acordo com a finalidade de cada analise e, por fim, montadas com Entellan® (Merck,
Frankfurt, Alemanha).

. L ) . .

84 DIAS

Figura 2 - Complexo prostatico de camundongos Balb/C adultos, em visdo posterior.
As imagens equivalem ao 6rgéo dissecado e apds remog¢ao do lobo anterior e glandula
seminal, apés fixacdo. A — F: equivalem aos animais tratados por 42 dias; G — L:
equivalem aos animais tratados por 84 dias. A e G = grupo CT (Controle); Be H =
grupo VC (Veiculo); C e I: grupo F5,0 (Finasterida 5,0 mg/kg); D e J: grupo M2,5
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(Minoxidil 2,5 mg/kg); E e K: grupo M5,0 (Minoxidil 5,0 mg/kg); F e L: grupo M7.,5
(Minoxidil 7,5 mg/kg). * = Uretra Prostatica; X = Lobo Dorsal; # = Lobo Ventral.

4.4 Peso corporal e do complexo prostatico

Os animais de cada grupo foram pesados em balanga de precisao (AS500,
Marte) no dia da eutanasia, obtendo-se a média do peso corporal. Esse mesmo
procedimento foi utilizado para obtencao do peso absoluto do complexo prostatico. O
peso relativo de cada complexo foi determinado pela multiplicacdo do peso absoluto
por 100, sendo o resultado dividido pelo peso corporal do respectivo animal.

4.5 Analise histomorfométrica dos parametros prostaticos

Para as analises histomorfométricas, as laminas resultantes foram coradas
por H&E e posteriormente fotografadas em microscépio de luz (Olympus BX-53,
Téquio, Japao) acoplado a uma camera colorida digital (Olympus PD73; 17,28
megapixels). Foram obtidas 10 imagens aleatérias do lobo ventral e 10 imagens
aleatorias do lobo dorsal, de cada animal (n = 5/grupo). Todas as imagens foram
analisadas e mensuradas por meio do software Image J® versdo 1.53a (National
Institutes of Health, Rockville, MD, EUA).

A proporcdo volumétrica entre os elementos que compdéem o complexo
prostatico foi estimada a partir da contagem de 2.660 pontos por animal, utilizando-se
266 intersecgdes (pontos), realizando-se a contagem de 10 campos aleatoriamente
distribuidos, nas preparacoes histoldégicas da prostata. Foram anotados pontos sobre
o epitélio, lumen e estroma da prostata. A proporcao volumétrica foi calculada
utilizando-se a seguinte equacgéo: Proporgédo volumétrica (%) = (NP /266) x 100, onde
NP = Numero de pontos contados sobre cada componente.

Para medir a altura do epitélio prostatico, foi tracada uma linha reta de uma
extremidade do epitélio até a outra, obtendo, assim, o valor referente a altura em pm.
Foram realizadas 10 medidas por animal, em diferentes campos de cada imagem (n
= 50 medidas/grupo) e posteriormente calculada a altura média por grupo (Aquino et
al., 2019).
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4.6 Mensuracao dos niveis de estradiol e di-hidrotestosterona (DHT)

Os niveis de estradiol e DHT no complexo prostatico (n = 5/grupo) foram
medidos utilizando-se 50 mg de tecido. A extracdo de hormdnios esteroides seguiu o
método que se baseia no sequestro de lipideos. Assim, resumidamente, as amostras
foram maceradas em gelo seco, pulverizadas e solubilizadas em 500 yL de PBS
gelado. Posteriormente, os homogenatos foram misturados com éter dietilico na
proporcdo do solvente e, apds a separacdo das fases, as amostras foram
centrifugadas a 800 g durante 5 minutos. As amostras foram entdo congeladas em
banho de gelo seco/etanol e a fragdo de menor densidade no solvente foi transferida
para um novo tubo e centrifugada novamente, nas mesmas condicdes. Foram
efetuadas mais duas séries de mistura de éter dietilico e recolha do sobrenadante
para cada amostra. A fracdo de solvente enriquecida com esteroides foi seca num
concentrador Savant SpeedVac®, armazenada a -20°C e ressuspensa em 100 L de
tampao ELISA 1x no momento das medicdes hormonais. A concentracao hormonal
foi determinada utilizando kits ELISA comerciais (EIA-5761 e EIA-2693; DRG
Diagnostics GmbH) seguindo as instru¢des do fabricante e protocolos previamente
estabelecidos (Morais-Santos et al., 2015; Campolina-Silva et al., 2021; Coimbra et
al., 2024).

4.7 Analise histopatologica

As laminas foram coradas por H&E e a avaliagdo qualitativa das possiveis
alteragdes morfologicas e/ou patolégicas foi feita em microscépio de luz (Olympus BX-
53, Toquio, Japao), explorando todo o campo de visdo de cada seccdo. Foram
analisadas 3 sec¢des do lobo ventral e 3 sec¢des do lobo dorsal, por animal (n =
5/grupo), totalizando 15 por grupo para cada lobo.

As descrigdes foram feitas de acordo com o Sistema de Classificagdo de
Patologias Prostaticas, desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer de Modelos
Murinos para Cancer Humano (Shappell et al., 2004).
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4.8 Quantificacao de mastécitos

Para mensurar o nimero de mastocitos no estroma de cada lobo prostatico,
foi realizada a analise de laminas histolégicas coradas por Azul de Toluidina/Borato
de Sédio. Por meio de um microscépio de luz (Olympus CX40®) com ampliacao de
400x, foram avaliados 10 campos aleatérios em cada animal (n = 5/grupo). A area de
cada campo resulta da seguinte equacgéo: A = 11 (d/2)?, onde 1 = 3,14 e d = 50 ym,
onde d é o didmetro do campo. Dessa forma, o numero de mastdcitos por unidade de
area é dada por N = £ mastécitos/A, onde N = nimero de mastécitos e A = area total
do campo histolégico, que neste caso equivale a 1,96 mm? (Mandarim-de-Lacerda,
2003; Souza et al., 2018).

4.9 Quantificacao de colageno tipo I e tipo lli

Para a avaliagcdo das fibras colagenas, foram utilizadas laminas coradas por
Picrosirius e as analises ocorreram utilizando o software ProPlus®. Para essa
finalidade, 10 imagens aleatérias, de cada lobo, por animal (n = 5/grupo) foram obtidas
em microscépio (Olympus BX-53, Téquio, Japao), com um filtro polarizante sobre a
fonte de luz, acoplado a uma céamera colorida digital (Olympus PD73; 17,28
megapixels). Com a coloragéo e o filtro especificos, foi possivel diferenciar o colageno
tipo | (birrefringéncia laranja a laranja-amarelada e vermelha) e tipo Il (birrefringéncia
verde a verde-amarelada) (Coleman, 2011). O percentual de cada tipo de colageno e

o total de fibras colagenas foram dados pela média de cada grupo.

4.10 Avaliacao do estado oxidativo

Amostras do complexo prostatico (n = 5) foram homogeneizadas em tampéao
fosfato 0,1 M (1 mL; pH 7,4) e centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi separado e destinado as analises de enzimas antioxidantes,
concentragao de éxido nitrico, malondialdeido e proteina total, enquanto o pellet foi
utilizado para quantificagéo de proteina carbonilada.
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4.10.1 Analise da atividade de enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da Superédxido Dismutase (SOD) foi determinada em
leitor de Elisa em 570 nm baseado na capacidade desta enzima em catalisar a reagao
do superéxido Oz em H202 e, assim, diminuir a razdo de auto-oxida¢ao do pirogalol
(Dieterich et al., 2000). Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

A atividade da Catalase (CAT) foi mensurada segundo Goth (1991) e Korolyuk
et al. (1988), modificado por Hadwan e Abed (2016). Foi avaliada por meio da
incubagédo da amostra enzimatica em peroxido de hidrogénio e tampao de fosfato de
sédio-potassio por trés minutos. O método baseia-se na reacdo do perdxido de
hidrogénio com molibdato de aménio para produzir uma cor amarelada, que possui
uma absorbancia maxima a 374 nm. Os resultados foram expressos em kU CAT/mg
proteina.

A atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST) foi mensurada
através da formacéao do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Foi utilizada
uma mistura contendo CDNB 1 mM em etanol, Glutationa Redutase (GSH) 1 mM,
fosfato de potassio (pH 7.0) 100 mM e homogenato de tecido pelo aumento da
absorbancia (A= 340 nm), por 90 segundos (Habig et al., 1974). O coeficiente de
extingdo molar do CDNB €340 = 9,6 mM-' cm! foi utilizado para os célculos finais. Os

resultados foram expressos em pmol/min/g.

4.10.2 Determinacao do subproduto da peroxidagao lipidica — Malondialdeido
(MDA)

Ao homogenato foi adicionada solugdo TBARS (acido tricloroacético 15%,
0,375% de &cido tiobarbiturico e acido cloridrico 0,25 M) e, posteriormente, aquecido
em agua fervente por 40 minutos a 90°C. Apds resfriado, foi adicionado alcool butilico
(600 mL), agitado em vortex e centrifugado a 6000 rpm. A fase superior foi utilizada
para quantificar a concentragdo de MDA em leitor de microplacas (A = 532 nm). A
concentragdo de MDA foi determinada por meio de curva padrdo a partir de
concentracdes conhecidas de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane (TMPO) (Buege & Aust,
1978). Os resultados foram expressos em pM/mg proteina.
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4.10.3 Oxido nitrico (ON)

A concentracao de ON foi mensurada por meio do reativo de Griess, composto
por 1% de sulfanilamida e 0,1% naftil-etileno-diamina em 2,5% H3PO4. Desta forma,
50puL do sobrenadante das amostras foi adicionado em microplacas com igual volume
do Reativo de Griess e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos e, em
seguida, determinada em leitor de microplacas (A= 540 nm). A concentracao do éxido
nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padrdo com concentragdes
conhecidas de nitrito de sédio (Droge, 2002; Ricart-Jané et al., 2002). Os resultados
foram expressos em pM.

4 .10.4 Proteina carbonilada

O teor de carbonil de proteina foi medido usando o método de Levine et al
(1994), que utiliza a reagdo dos grupos carbonila com 2, 4-dinitrofenil-hidrazina
(DNPH), promovendo melhor especificidade e sensibilidade a analise. Foram
adicionados a amostra uma solucdo DNPH 10 mmol/L diluida em acido cloridrico (7%),
entdo mantida a temperatura ambiente no escuro e agitada periodicamente por 30
minutos. Depois, acido 23 tricloroacético (TCA) gelado a 10% foi adicionado a cada
tubo, centrifugado (5000 g para 10 min a 4° C) e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado com acetato de etila e etanol. Por fim, o dodecil sulfato de sddio
(SDS) a 6% foi adicionado. A absorbancia foi medida a 370 nm. Os resultados foram

expressos em nmol/ml.

4.11 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada comparando a exposicdo ao veiculo, a
finasterida e as trés doses de minoxidil com o grupo controle negativo (agua) e as trés
doses de minoxidil com o controle positivo (finasterida). Os dados foram submetidos
a avaliacdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e, na sequéncia, aqueles com
distribuicdo normal foram comparados por meio de andlise de variancia (ANOVA)
seguida do método post hoc de Student Newman-Keuls (SNK). Os dados néao
paramétricos foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o software
GraphPad Prism v8.0.1 (GraphPad Software, EUA), considerando nivel de
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significancia p < 0,05. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo
(média = DP).

5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal e do complexo prostatico e parametros histomorfométricos

O peso corporal, do complexo prostatico e os parametros histomorfométricos
da préstata de animais tratados por 42 e 84 dias estdo descritos na Tabela 1 e Tabela
2, respectivamente. Nao foram observadas variagdes entre 0s grupos experimentais
com finasterida e minoxidil, quanto ao peso corporal. O peso absoluto e o peso relativo
do complexo prostatico foi significativamente menor nos grupos Finasterida quando
comparados com o grupo Controle: F5,0 (84 dias) e F5,0 (42 dias), respectivamente.

Quanto as andlises histomorfométricas dos animais expostos por 42 dias, na
comparacao com o grupo Controle, houve diminuicao significativa na altura de epitélio
do lobo ventral dos grupos que receberam finasterida (F5,0) e minoxidil na dose de
2,5 mg/kg (M2,5). No lobo dorsal, a proporcéo de epitélio teve redugdo nos animais
tratados com finasterida, assim como houve reducao da altura de epitélio nos grupos
F5,0 e M7,5. Quando comparados com o grupo Finasterida, M2,5 e M5,0
apresentaram aumento na proporcao de epitélio no lobo dorsal. O estroma e o limen
nao apresentaram diferengas estatisticas em nenhum dos dois lobos (Tabela 1).

Quanto as andlises histomorfométricas dos animais expostos por 84 dias, na
comparagao com o grupo Controle, a altura epitelial do lobo ventral teve reducdo no
grupo F5,0. Neste mesmo lobo, houve aumento da proporcao de epitélio nos animais
que receberam minoxidil 2,5 mg/kg. Quando comparados com o grupo Finasterida, a
altura epitelial aumentou nos grupos M2,5 e M7,5, no lobo ventral e, no lobo dorsal, o
aumento foi expressivo nos grupos M2,5 e M5,0. A proporgao de epitélio no lobo dorsal
foi significativamente maior no grupo M5,0. O estroma e o lUmen n&o apresentaram
diferencas significativas em nenhum dos dois lobos (Tabela 2).
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Tabela 1 - Peso corporal e do complexo prostatico e parametros histomorfométricos da préstata de camundongos Balb/C apés

tratamento com finasterida e diferentes concentragcées de minoxidil, por 42 dias.

Parametros CT VC F5,0 M2,5 M5,0 M7.,5

PC (9) 33,14+3,58 31,44+3,61 36,52+2,32 34,23+2,40 36,48+3,03 36,11+2,63
PCP (g) 0,1010,011 0,110+0,013 0,088+0,012 0,105+0,013 0,111+0,012 0,099+0,008
PRCP (g/1009) 0,317+0,040 0,338+0,018 0,255+0,032 * 0,301+0,044 0,301+0,029 0,277+0,026
Préstata ventral

EP (%) 27,01+4,86 19,72+1,93 20,01£2,87 25,10+4,90 26,50+4,51 23,5916,98
LU (%) 27,0515,81 28,3316,00 30,25+£10,56 35,95+2,80 33,08+4,61 29,9618,96
ES (%) 45,94+7,58 51,95+45,51 49,7419,06 38,9516,41 40,4215,06 46,45+10,46
AE (um) 20,55£3,08 18,47+2,06 15,40+3,57 * 15,98+1,11 * 17,74+1,99 16,69+2,34
Préstata dorsal

EP (%) 33,12+10,13 36,0818,65 19,42+2,59 * 32,4418,84 # 31,5848,44 # 26,02+0,66
LU (%) 26,26+9,11 20,36£3,19 35,50+4,68 25,11+£4,89 25,6412,29 28,00£7,59
ES (%) 40,6218,34 43,55+11,24 45,07+0,37 42,45+11,29 42,78+8,06 45,9744 45
AE (um) 17,67+1,27 14,83+1,60 13,201+2,50 * 15,91+1,41 15,16+2,02 13,31+1,91*

PC — Peso Corporal; PCP — Peso Complexo Prostatico; PRCP — Peso Relativo Complexo Prostéatico; EP — Epitélio; LU — Lumen; ES
— Estroma; AE — Altura de Epitélio. CT = Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 =
Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5 mg/kg. Dados expressos como média + desvio padrao. * mostram valores significativamente

diferentes em relagéo ao grupo Controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao

paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em relacdo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo

Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos).
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Tabela 2 - Peso corporal e do complexo prostatico e parametros histomorfométricos da préstata de camundongos Balb/C apés

tratamento com finasterida e diferentes concentracées de minoxidil, por 84 dias.

Parametros CT VC F5,0 M2,5 M5,0 M7.,5

PC (9) 37,55+3,42 33,81+2,37 35,48+4,04 35,41+2,84 34,4412 86 36,72+2,72
PCP (g) 0,148+0,006 0,120+0,027 0,103+0,016 * 0,130+0,017 0,125+0,016 0,126+0,024
PRCP (g/1009) 0,380+0,033 0,339+0,073 0,296+0,021 0,371+0,050 0,364+0,050 0,341+0,050
Préstata ventral

EP (%) 18,40+2,65 16,47+0,98 21,2510,30 23,3312,28 18,17+1,73 20,06+3,94
LU (%) 38,7315,50 29,01£9,76 36,16+8,62 36,25+7,32 37,87+4,66 40,07+12,61
ES (%) 43,8115,04 54,52+10,62 43,311£9,94 40,17+6,55 43,9516,01 39,87+12,92
AE (um) 17,41+0,92 18,50+2,76 12,65+2,14 * 17,581+2,87 # 17,10+0,82 18,10+2,23 #
Préstata dorsal

EP (%) 27,25+6,19 24,89+1,25 22,97+7,72 33,9116,22 36,69+5,69 # 30,24+4,51
LU (%) 23,7915,08 21,4442 37 26,80+4,94 21,3816,69 24,4615,58 19,62+3,57
ES (%) 49,44+6,21 54,26+2,92 50,2318,24 44,71+10,61 38,8515,51 50,1415,66
AE (um) 12,82+1,04 13,30%1,29 12,01+1,44 15,26+0,91 # 15,08+2,54 # 14,49+40,72

PC — Peso Corporal; PCP — Peso Complexo Prostatico; PRCP — Peso Relativo Complexo Prostéatico; EP — Epitélio; LU — Lumen; ES
— Estroma; AE — Altura de Epitélio. CT = Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 =
Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5 mg/kg. Dados expressos como média + desvio padrao. * mostram valores significativamente

diferentes em relagéo ao grupo Controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao

paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em relacdo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo

Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos).
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5.2 Niveis de estradiol e di-hidrotestosterona (DHT)

A concentracao de estradiol no tecido prostatico foi significativamente menor
no grupo dos animais que receberam minoxidil na dose de 5,0mg/kg (M5,0) por 42
dias, quando comparado com o controle (Figura 3A). A concentragéo de DHT foi maior
no grupo M2,5, tratado por 42 dias, quando comparados com o grupo controle positivo
F5,0 (Figura 3B). No tratamento por 84 dias, as concentracbes hormonais, tanto de
estradiol quanto de DHT, ndo foram alteradas quando comparados 0S Qrupos
experimentais com o controle e os grupos que receberam minoxidil (M2,5, M5,0 e
M7,5) quando comparados com F5,0 (Figura 3C e D).
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Figura 3 - Efeitos da administracdo de finasterida e minoxidil sobre as concentraces
intra prostaticas de estradiol e di-hidrotestosterona (DHT) em camundongos Balb/C,
durante 42 e 84 dias. A e B equivalem aos grupos expostos as drogas por 42 dias. C
e D equivalem aos grupos expostos as drogas por 84 dias. CT = Controle; VC =
Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 = Minoxidil
5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5 mg/kg. Dados expressos como média = desvio padrao.
* mostram valores significativamente diferentes em relagédo ao grupo Controle (p <
0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nédo

paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em relagdo ao grupo
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Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados
parameétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao paramétricos).

5.3 Histopatologia

As avaliagbes qualitativas histopatologicas dos lobos ventral e dorsal estdo
representadas na Figura 4. O perfil histolégico dos lobos prostaticos dos animais
controle apresenta um epitélio pseudoestratificado colunar tipico de préstata ventral,
com as células mostrando aparéncia normal, sem grandes alteragcbes morfolégicas.
Na prostata dorsal, o0 mesmo ocorreu, com epitélio cubico e células com nucleo
central, sem evidéncias patoldgicas. O estroma de ambos os lobos se mostrou
escasso, tipico da prostata do modelo experimental e do tipo de inclusao utilizado,
formado por tecido conjuntivo frouxo e fibras musculares lisas que organizam-se em
torno dos adenémeros secretores. O lumen, nos dois lobos, se mostrou com aparéncia
caracteristica, com presenca de secrecdes homogéneas, principalmente no lobo
dorsal. As seccoes histoldégicas dos animais do grupo veiculo seguiram 0 mesmo
padrao descrito para o grupo controle, com epitélio tipico e presenca de pequenos
infiltrados inflamatorios no lobo dorsal.

O grupo finasterida, por sua vez, foi 0 que mais demonstrou altera¢des na
histoarquitetura da glandula. No lobo ventral deste grupo, todos os fragmentos
analisados apresentaram adendmeros com atrofia epitelial. As areas atréficas sao
caracterizadas pela reducéo da altura do epitélio, que pode variar dependendo do grau
da atrofia, chegando a tornar-se muito delgado. Muitas vezes foi possivel observar no
mesmo adendmero areas de transformacdo gradativa do epitélio prismatico para
cubico. No lobo dorsal deste grupo foram observados infiltrados inflamatérios e a
presenca de células apoptéticas foi marcante no lobo ventral. A identificacdo destas
células foi possivel pela ocorréncia da condensacédo da cromatina, fragmentagéo do
nucleo, formacao de corpos apoptéticos e retracao celular. Outra alteracao marcante
verificada neste grupo foi a aparéncia da secrecao glandular, que apresentou-se
quebradica e, ou, ausente no interior dos adenémeros do lobo ventral. A presenca de
concregdes intraluminais foi mais evidente em relacdo aos outros grupos. A prostata
dorsal apresentou secrecdes rarefeitas, embora a presenca de secrecdes
homogéneas tenha sido mais pronunciada. De forma complementar, ainda foram
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observados, no lobo ventral, a vacuolizagado do citoplasma de algumas células que
compdem o epitélio.

Os trés grupos que receberam minoxidil, nas diferentes doses, apresentaram
um perfil histologico semelhante entre eles, com alteragbes discretas quando
comparado com o grupo finasterida. Foi possivel observar atrofia epitelial em alguns
adendmeros do lobo ventral, infiltrados inflamatérios, vacuolizagdo do citoplasma e
células apoptoticas. O lobo dorsal dos animais destes grupos nao apresentou
diferencas acentuadas, sendo marcado pela presenca de infiltrados inflamatérios.
Com a analise qualitativa, n&o foi possivel identificar mudangas acentuadas entre os
grupos tratados por 42 e 84 dias. O lobo ventral foi 0 que mais apresentou alteracoes.
Nao foram observadas variagdes evidentes no tamanho dos l[imens entre 0s grupos
experimentais comparados com o controle. E importante destacar que, regularmente,
foram observados parénquima e estroma de aspecto normal em associacdo com
aqueles alterados, nas mesmas sec¢des da prostata, em ambos os lobos e periodos
de tratamento.
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Figura 4 - Histopatologia da préstata dorsal (DP) e da préstata ventral (VP) de
camundongos Balb/C submetidos a administracdo de finasterida ou minoxidil, por 42
e 84 dias. (A) Préstata dorsal de animais controle apresentando limens com secrecao
homogénea na maior parte dos adendbmeros e epitélio cubico, tipico deste lobo
prostatico. (B) Préstata ventral de animais controle mostrando secre¢des escassas e
epitélio pseudoestratificado colunar, tipicos deste lobo prostatico. (C e D) Detalhe em
maior aumento do epitélio dos lobos dorsal e ventral, respectivamente. (E) Secrecao
prostatica dos animais do grupo veiculo seguiram o padrdo dos animais do grupo
controle, sendo possivel observar um pequeno foco de infiltrado inflamatorio (*). (F e
G) Intensa area de atrofia epitelial (setas) e concregéo intraluminal (#). (H) Epitélio
contendo abundantes vacuolos citoplasmaticos (estrela). (I e J) Células apoptoticas
(ponta de seta) e concrecao intraluminal (#) na prostata ventral; (1) em detalhe, uma
célula apoptética. (K e L) Focos de infiltrado inflamatério (*). Es = Estroma; Lu =
Lumen. Barraem A, B,Ee F =100 um. Barraem C, D, G, He | =20 pum. Barraem J

=10 um. Barraem K e L = 50 um. Corado em Hematoxilina e Eosina.

5.4 Mastocitos

As analises histoldgicas indicaram que, quando comparados com o controle,
0 numero de mastécitos apresentou uma tendéncia a aumentar nos grupos
experimentais tratados com finasterida e minoxidil, porém essa ascensdo nao foi
significativa no lobo prostatico ventral, nos periodos de 42 e 84 dias (Figura 5). Em
relacdo ao lobo dorsal, os animais expostos a finasterida por 42 dias tiveram aumento
no nimero de mastécitos. Ja no tratamento por 84 dias, os grupos finasterida (F5,0)
e minoxidil (M2,5) tiveram aumento significativo de mastécitos (Figura 5). Na
comparacgdo das doses de minoxidil (M2,5, M5,0 e M7,5) com o grupo Finasterida

(F5,0), ndo houve diferenca estatistica.

5.5 Colageno tipo |, tipo Il e total

As proporcdes de colageno tipo | e tipo Il estdo apresentadas na Tabela 3 (42
dias) e na Tabela 4 (84 dias); e o colageno predominantemente foi o tipo Ill. O
percentual de colageno tipo | e tipo Il ndo apresentou diferencas nos animais tratados

com os medicamentos e veiculo, em relagdo ao grupo controle e quando comparados
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as doses de minoxidil (M2,5, M5,0 e M7,5) com o grupo Finasterida (F5,0). Nao houve
alteracdo na quantidade de colageno total no estroma da préstata dos animais
experimentais (Figura 6).
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Figura 5 - Fotomicrografias da préstata ventral (VP) e da préstata dorsal (DP) de
camundongos Balb/C submetidos a administracao de finasterida e minoxidil, por 42 e
84 dias. As imagens revelam a presenca de mastocitos no estroma de cada lobo
prostatico. Pontas de setas = Mastdcitos; Ep = Epitélio; Lu = Lumen; Es = Estroma.
Os gréficos mostram a quantificacdo de mastdcitos encontrados por area (1,96 mm?2).
CT = Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg;
M5,0 = Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5 mg/kg. Dados expressos como média
t+ desvio padrdo. * mostram valores significativamente diferentes em relagdo ao
controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-
Wallis (dados ndo paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em
relacdo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls
(dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndao paramétricos). Corado por Azul

de toluidina/Borato de Sédio. Barra das micrografias = 50 ym.
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Figura 6 - Fotomicrografias da préstata ventral (VP) e da préstata dorsal (DP) de
camundongos Balb/C submetidos a administracao de finasterida e minoxidil, por 42 e
84 dias. O colageno tipo | apresenta birrefringéncia laranja a laranja-amarelada e
vermelha; e o colageno tipo Ill apresenta birrefringéncia verde ou verde-amarelada.
Os gréaficos representam a quantidade de colageno total em cada lobo prostatico. CT
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= Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg;
M5,0 = Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5 mg/kg. Dados expressos como média
t+ desvio padrdo. * mostram valores significativamente diferentes em relagdo ao
controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-
Wallis (dados ndo paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em
relagéo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls
(dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). Corado por

Picrosirius, visto sob luz polarizada. Barra das micrografias = 50 ym.
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Tabela 3 - Percentual de fibras colagenas tipo | e tipo Ill no estroma prostatico de camundongos Balb/C apds tratamento com
finasterida e diferentes concentragcées de minoxidil, por 42 dias.

Tipo de colageno CT VC F5,0 M2,5 M5,0 M7,5
Prostata ventral

Tipo | 0,222+0,126 0,267+0,093 0,149+0,053 0,339+0,083 0,306+0,085 0,202+0,044
Tipo Il 0,600+0,147 0,633+0,226 0,542+0,114 0,369+0,127 0,553+0,164 0,353+0,100
Préostata dorsal

Tipo | 0,291+0,078 0,348+0,132 0,232+0,088 0,338+0,152 0,434+0,239 0,421+0,110
Tipo 1l 0,509+0,039 0,507+0,072 0,503+0,063 0,417+0,010 0,442+0,017 0,446+0,087

CT = Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 = Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil
7,5 mg/kg. Os dados foram expressos em média * desvio-padrao. * mostram valores significativamente diferentes em relacado ao
controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). # mostram valores
significativamente diferentes em relacdo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados
paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao paramétricos).
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Tabela 4 - Percentual de fibras colagenas tipo | e tipo Ill no estroma prostatico de camundongos Balb/C apds tratamento com

finasterida e diferentes concentragcées de minoxidil, por 84 dias.

Tipo de colageno CT VC F5,0 M2,5 M5,0 M7,5
Prostata ventral

Tipo | 0,225+0,015 0,193+0,060 0,168+0,069 0,189+0,085 0,184+0,093 0,197+0,052
Tipo 1l 0,253+0,117 0,196+0,065 0,259+0,010 0,22310,044 0,235+0,032 0,211+0,082
Préostata dorsal

Tipo | 0,235+0,104 0,142+0,015 0,267+0,102 0,170+0,061 0,163+0,057 0,239+0,119
Tipo Il 0,230+0,022 0,267+0,050 0,354+0,107 0,280+0,066 0,341+0,081 0,380+0,139

CT = Controle; VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 = Minoxidil 5,0 mg/kg; M7,5 = Minoxidil
7,5 mg/kg. Os dados foram expressos em média * desvio-padrao. * mostram valores significativamente diferentes em relacao ao

controle (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). # mostram valores

significativamente diferentes em relacdo ao grupo Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados

paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao paramétricos).
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5.6 Estresse oxidativo

A atividade da SOD aumentou de forma significativa no grupo F5,0 no periodo
de 42 dias (Figura 7A e G). A CAT e a GST, enzimas da segunda linha de defesa
antioxidante, ndo apresentaram alteragdes significativas (Figura 7B, C, H e I). A
atividade do ON apresentou diferengas estatisticas no grupo Finasterida (F5,0) tratado
por 42 dias (Figura 7D). Em relacdo a administracdo dos medicamentos por 84 dias,
a concentracao do ON foi significativamente maior nos grupos M5,0 e M7,5 (Figura
7J). Os animais expostos por 42 dias a finasterida, tiveram os valores de MDA
alterados quando comparados com o controle e, aqueles que receberam minoxidil
(M5,0), apresentaram alteragdes quando comparado com o controle positivo (F5,0)
(Figura 7E), enquanto que os animais expostos por 84 dias nao demontraram
alteracoes significativas neste marcador (Figura 7K). Os valores de PC n&o revelaram
significancia estatistica (Figura 7F e L).
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Figura 7 - Efeitos da administragdo de finasterida e minoxidil sobre a atividade de
enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo no complexo prostéatico de

camundongos Balb-c, durante 42 (A-F) e 84 dias (G-L) de tratamento. CT = Controle;
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VC = Veiculo; F5,0 = Finasterida 5,0 mg/kg; M2,5 = Minoxidil 2,5 mg/kg; M5,0 =
Minoxidil 5,0mg/kg; M7,5 = Minoxidil 7,5mg/kg. SOD = Superdxido dismutase; CAT =
Catalase; GST = Glutationa-S-Transferase; ON = Oxido nitrico; MDA =
Malondialdeido; PC = Proteina carbonilada. Dados expressos como média * desvio
padréo. * = valores significativamente diferentes em relagéo ao controle (p < 0,05) pelo
Student Newman Keuls (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados né&o
paramétricos). # mostram valores significativamente diferentes em relagédo ao grupo
Finasterida, controle positivo (p < 0,05) pelo Student Newman Keuls (dados

paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nao paramétricos).

6. DISCUSSAO

Neste estudo foi investigado o impacto do minoxidil oral, comumente usado
off-label no tratamento de alopecia, sobretudo do tipo androgénica, em um érgéo de
grande importancia para a saude reprodutiva do homem, a préstata. Nossos dados
revelaram que nao houve diferenca significativa no peso corporal dos animais. Essa
analise & importante porque pode nos fornecer informagdes de uma possivel
anormalidade no organismo, devido os tratamentos em questdo (Fernandez et al.,
2008). Por outro lado, o peso relativo da préstata diminuiu de forma significativa no
grupo F5,0, dos animais expostos por 42 dias, quando comparados com o controle.
Por mais que a significancia nos animais que receberam finasterida foi expressiva
apenas no periodo de 42 dias, os animais tratados por 84 dias também apresentaram
uma tendéncia de declinio do peso relativo do érgdo. Esses dados corroboram com a
utilizacao de finasterida para retardar o avango da HPB, alterando o tamanho total do
orgao e, consequentemente, seu peso (Ramsamy et al., 2016). Esses resultados se
assemelham ao observado por Corradi et al (2004), que administraram 100 mg/kg de
finasterida durante 10 dias em gerbilos (Meriones unguiculatus) machos adultos e
relataram reducdo de 18% do peso absoluto do complexo prostatico. O peso da
préstata também diminuiu apdés administracdo crbénica de finasterida em ratos
(Prahalada et al., 1998), porém, receberam doses bem acima das empregadas em
nosso trabalho. A mesma dose do medicamento utilizada em nosso estudo foi capaz
de promover a reducdo no tamanho da préstata de homens tratados por 6 meses
(Montironi et al., 1996). Assim como ja sabido em relacéo a finasterida, ha a hipotese

de que o minoxidil também atue em vias antiandrogénicas e, com isso, a tendéncia de
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queda observada nos animais que receberam esta droga pode estar associada a esse
mecanismo, uma vez que a prostata é um 6rgédo andrégeno-dependente, tendo seu
crescimento diretamente influenciado pela agdo dos andrégenos (Dahiya & Bagchi,
2022).

As analises histomorfométricas mostraram diminuic&o na altura do epitélio nos
dois lobos prostaticos, sendo mais evidentes nos animais que receberam finasterida.
Isso j& era esperado, pois a presenca de adendmeros atréficos neste grupo foi muito
evidente a partir das anélises histopatolégicas. Os adenémeros tornaram-se dilatados
e, consequentemente, as medidas de altura epitelial foram menores. Nossos dados
se assemelham aos encontrados por Rittmaster et al (1996), quemostraram que o0 uso
de 5 mg de finasterida durante diferentes periodos foi capaz de causar involucao da
préstata por meio da atrofia. Dessa maneira, € de se esperar uma reducao da funcao
secretora das células mais abundantes que compdem o epitélio (Wright et al., 1996),
as células luminais, podendo causar prejuizos na funcdo secretora da prostata.
Adicionalmente, essa reducao da quantidade e, possivelmente da qualidade do fluido
prostatico, pode impactar negativamente na reproducao, tendo em vista que a prostata
€ a principal glandula envolvida na fertilidade masculina (Verze et al., 2016). Nossos
achados nao apresentaram diferencas significativas na propor¢cao dos constituintes
prostaticos, com excessao do epitélio. Em contrapartida, um estudo realizado com
homens que tomaram a mesma dose utilizada neste trabalho, por 6 ou 12 meses,
demonstrou alteragcbes na arquitetura luminal, bem como &cinos prostaticos
irregulares, atrofia e metaplasia (Montironi et al., 1996). De maneira intrigante, a
proporcéo de epitélio aumentou no grupo M2,5 tratado por 84 dias. Quando as doses
de minoxidil foram comparadas com o controle positivo, o grupo Finasterida, a altura
e a proporcao epitelial foram significativamente maiores, reforcando que os efeitos
deletérios, como diminuigdo dos constituintes prostaticos, ocorreram nos animais que
receberam finasterida. Vale ressaltar que, quanto ao uso de minoxidil oral e seus
efeitos na histomorfologia da prostata, nossa pesquisa € pioneira e ndo ha registros
na literatura acerca desta especificidade.

Nesse mesmo sentido, 0os niveis hormonais apresentaram um declinio em
grande parte dos grupos experimentais. A DHT e os estrégenos tém sido amplamente
associados ao controle da histofisiologia da prostata (Cunha et al., 1987). Assim, com
a reducao de seus niveis, é de se esperar que a atividade tecidual também sofra
queda, o que pode causar perturbacdes funcionais na glandula, uma vez que essa
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desregulagéo é frequentemente associada a doencas prostaticas (Andrioli et al., 2004;
Di Zazzo et al.,, 2018). Ao administrarem finasterida, inibidor da 5a-redutase, e
Letrozol, inibidor de aromatase, Corradi et al (2009) mostraram a importancia de um
equilibrio entre andrégenos e estrégenos como fator fundamental para a manutencao
do estado funcional da glandula. Nossos dados apontam que houve uma tendéncia
na reducao dos niveis de DHT, sobretudo no grupo tratado com finasterida, entretanto,
sem diferencas significativas. Em outros estudos, foi verificada uma queda de DHT,
bem como do volume da glandula e de suas secregdes, apés administracdo de
finasterida em caes (Sirinarumitr et al., 2001; Golchin-Rad et al., 2020). Um estudo
realizado por Taboga et al (2009) relatou que a falta da DHT pode promover a
desdiferenciacao das células musculares lisas da préstata, quando administrado
antiandrégenos, como a finasterida. Prahalada et al (1998) mostraram que a
administragdo de 160 mg/kg da droga, por 15 dias, foi capaz de diminuir os niveis
médios de DHT em 98%. Em nosso trabalho, a diminuicdo dos niveis hormonais,
embora nao significativa, pode ter influenciado as alteragdes morfoldgicas no epitélio
prostatico, como observadas nas analises de histomorfometria e histopatologia. Por
outro lado, o tratamento ndo foi capaz de modificar outros parametros analisados,
como estroma e lumen. Alteragées no microambiente do epitélio e do estroma ja foram
relacionadas com vias antiandrogénicas e antiestrogénicas (Suzuki et al., 1998; Ito et
al.,2000; Huynh et al., 2001).

A avaliacao histopatoldgica revelou alteragdes no tecido prostatico dos dois
lobos analisados, porém de forma mais pronunciada no lobo ventral, e isso pode ser
entendido pelo fato deste lobo ser um dos principais dependentes de andrégeno
(Banerjee et al., 2000; Desai et al., 2004). A frequente presenca de atrofia do epitélio,
células apoptoticas e infiltrados inflamatérios ocorreu neste lobo, principalmente no
grupo que recebeu finasterida. Esses resultados estdo de acordo com os dados
observados por Huynh et al (2001), que relataram aumento da atrofia das células
epiteliais, quando administrado finasterida em conjunto com um antiestrogeno. Por
outro lado, Prahalada et al (1998) nao observaram diferengcas qualitativas na
morfologia da préstata de ratos entre os grupos controle e tratados com 160 mg/kg de
finasterida durante 15 dias. Mesmo com uma dose superior a utilizada neste estudo,
o tempo de tratamento foi expressivamente menor, deixando imprecisa a comparacao.
A funcgéo das células epiteliais da prostata € estimulada tanto pela testosterona quanto
pela DHT, porém esse ultimo de forma mais potente (Wright et al., 1996). A alteracao
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tecidual observada em nossa analise, principalmente no grupo F5,0, nos dois periodos
de tratamento, reflete a acao antiandrogénica da finasterida, sendo a DHT necessaria
para a manutencao da morfofisiologia do 6rgao. Assim, a reducéo dos niveis de DHT
e estradiol neste grupo nos sugere ser uma das causas desta perturbacao. A intensa
atrofia epitelial e a vacuolizacgao citoplasmatica no tecido prostatico ja foram relatadas
como resultado de privagao androgénica (Hellstrom et al., 1993). Nossos achados
estdo em conformidade com a literatura, pois as andlises histol6gicas mostraram que
estas condicées foram comuns nos grupos que receberam finasterida, que atua em
vias antiandrogénicas. Além da influéncia enddcrina, as alteragdes menos expressivas
nos grupos que receberam minoxidil (M2,5; M5,0 e M7,5) podem ser indicativos de
que o medicamento age por meio de outras vias, as quais precisam ser melhor
investigadas e entendidas. No entanto, as trés doses de minoxidil ndo foram capazes
de gerar uma diferenca acentuada em nossas observacoes histopatologicas, pois o
perfil histolégico se mostrou similar nos trés grupos tratados com o medicamento. As
alteracées morfolégicas mais pronunciadas no grupo F5,0 apontam que o minoxidil
nao tenha tantos efeitos deletérios para o tecido quando comparado com 0 nosso
controle positivo, a finasterida.

A apoptose pode ser entendida como um mecanismo de eliminagédo seletiva
de células, da qual a sobrevivéncia poderia prejudicar o bem-estar do organismo
(Gerscherson & Rotello, 1992). No entanto, a homeostasia prostéatica € controlada por
fatores mitogénicos responsaveis pela proliferacao celular e por fatores inibidores que
modulam a apoptose, ambos processos controlados indiretamente pela DHT (Steiner,
1995). Nossos achados demonstraram que o maior numero de células apoptoticas foi
observado no grupo finasterida, embora também foi notado, de forma menos
acentuada, nos animais tratados com minoxidil. Esses dados estdo de acordo com
estudos que constataram que a finasterida induz a apoptose (Rittmaster et al., 1996;
Sutton et al., 2005). Além disso, por se tratar de um processo fisiolégico e de reparo
de eliminacao de células lesionadas ou anormais, a maior presenca dessa condicao
pode nos indicar perturbagao tecidual nestes grupos. Assim como em nosso trabalho,
foram observados corpos apoptéticos entre as células epiteliais da prostata humana
apds administracdo de 5 mg de finasterida por 6 meses (Montironi et al., 1996). A
menor evidéncia de apoptose nos animais tratados com minoxidil pode ser entendida
como estado de homeostase fisiolégica do 6rgao, na qual a proliferagéao celular e a
apoptose estao intimamente balanceados. Ja foi demonstrado que o minoxidil tornou
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a célula resistente a apoptose em cardiomiocitos de ratos Wistar (Takatani et al.,
2004). A presencga de células apoptdticas nos animais experimentais também pode
ser resultado do estresse oxidativo, pois a producao excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs) pode ser uma das causas dessa condicao (Koyuturk et al., 2006;
Rubio et al., 2012).

O aumento na contagem de mastécitos foi expressivo no lobo dorsal dos
animais tratados com finasterida por 42 dias e, também, nos grupos F5,0; M2,5 e M5,0
por 84 dias. Comparativamente entre os lobos ventral e dorsal, a préstata dorsal
possui, naturalmente, maior quantidade de mastocitos. Além da propor¢éo ser menor
no lobo ventral, quando comparado com o lobo dorsal, nhenhum grupo tratado
apresentou diferencas expressivas em relacao ao controle na avaliagao deste lobo.
Os mastécitos podem ter um efeito imunolédgico anti-inflamatério ou pré-inflamatério,
além de desempenharem papel essencial na protegcdo e no reparo tecidual, com
capacidade de liberarem mediadores contidos em seus granulos contra substancias
enddégenas ou exodgenas. Porém, a capacidade de aumentarem em numero na
inflamacéao, sugere que os mastdcitos podem contribuir para uma ampla gama de
patologias (Maurer et al., 2003; Beghdadi, 2011; Noto et al., 2021). Os individuos que
utilizam o minoxidil tépico comumente queixam-se de coceira e irritacao local (Ebner
& Muller, 1995; Nestor et al., 2021). Em geral, esse prurido é causado devido a uma
acao inflamatéria na pele que, consequentemente, atrai as células de defesa, como
os mastécitos, para o local da aplicacédo. Ja foi demonstrado que estas células podem
atuar como efetoras na reagdo de hipersensibilidade de contato a substancias
irritantes (Beghdadi, 2011). Em relacao a formulacéo oral, ndo ha relatos na literatura
que associam o uso da droga com o0 numero de mastdcitos, tampouco em analises no
tecido prostatico, porém, os achados do nosso trabalho sao indicativos de inflamacéao
tecidual, pelo recrutamento destas células nos animais tratados, bem como pela
deteccao de focos inflamatérios. Os niveis hormonais também podem contribuir para
uma melhor compreenséo da quantificagdo de mastécitos. E bem estabelecido que os
estrogenos estabelecem uma resposta imune exacerbada, induzindo a inflamacao,
enquanto que os andrégenos possuem efeitos anti-inflamatoérios, atenuando a
resposta inflamatéria (Ben-Batalla et al., 2020). O aumento do numero de mastocitos,
bem como a deteccao de focos inflamatérios nos animais que receberam finasterida,
corroboram os efeitos anti-inflamatérios dos andrégenos na prostata. Adicionalmente,

dados da literatura também mostram aumento de focos inflamatérios intra prostaticos
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em pacientes em uso de finasterida (Murtola et al., 2015), bem como aumento de
mastocitos na préstata de ratos apds castragdao (Franck-Lissbrant et al., 1998),
corroborando nossos dados. Embora nao significativamente, detectamos em nosso
trabalho uma tendéncia na redugdo de DHT no grupo F5,0 nos dois tempos de
tratamento, indicando que pequenas modificacées hormonais podem ser capazes de
desajustar o equilibrio tecidual local.

Em relacdo ao tratamento com minoxidil, a mesma tendéncia de redugao
tecidual de DHT foi de encontro ao aumento de mastdcitos no periodo de tratamento
mais prolongado. Esses dados apontam que o minoxidil oral pode afetar os niveis
locais de andrégenos na préstata, favorecendo a inflamagéo, de forma semelhante a
finasterida. Estes dados nos trazem um alerta quanto a relevancia e necessidade de
maiores investimentos para o entendimento quanto as acdées do minoxidil oral na
préstata, que devem ser avaliadas com cautela. Sabe-se que a inflamagéao prostatica
pode ter consequéncias na funcionalidade da glandula, onde este ambiente inflamado
resulta em alteragdes nos componentes do fluido prostatico prejudicando a qualidade
do sémen e, consequentemente, a fertilidade (Alshahrani et al., 2013; Verze et al.,
2016). Adicionalmente, a inflamagdo tem sido relacionada intimamente com o
desenvolvimento das desordens proliferativas da préstata (Sfanos & De Marzo, 2011;
Kaya et al., 2017; Castro et al., 2021; Oseni et al., 2023).

A diferenciacao da préstata e a manutencao de sua secrec¢ao sao intimamente
influenciadas pelo estroma prostatico, por meio da interacdo epitélio-mesenquimal
(Cunha, 2008). Nesse sentido, justifica-se a necessidade de analisar componentes
estromais, como as fibras colagenas, que desempenham importancia estrutural e
morfogénica na matriz tecidual, além do colageno ser a proteina mais abundante nos
mamiferos (Burns-Cox et al., 2001; lwasaki et al., 2012). Os colagenos tipo | e tipo Il
estao entre os tipos mais comuns encontrados no estroma prostético (Vilamaior et al.,
2000), justificando a escolha destas proteinas estruturas para a investigacao neste
trabalho.

Os androgenos tém relacao direta com o conteldo de colageno na prostata
(Mlntzing, 1980). Shen et al (2023) propuseram a supressao de receptores de
andrégenos como um dos mecanismos do minoxidil oral. Dessa forma, podemos
supor que os animais que receberam o medicamento teriam uma resposta reduzida
aos andrégenos circulantes, o que afetaria a biologia das células epiteliais e

estromais, e, consequentemente, as fibras coldgenas. Porém, a sintese e a
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degradacdo destes componentes ndo foram alteradas estatisticamente. Nossos
dados nao apresentaram diferencas no percentual de colageno tipo | e tipo Ill quando
comparados com 0 grupo controle, tampouco no colageno total dos animais
experimentais nos dois periodos de exposicdo, em ambos os lobos analisados.
Mudancas referentes a quantidade destes componentes poderiam causar alteragéo
na histoarquitetura da prostata e, certamente, na fisiologia do 6rgéo.

Diferentemente, Aquino et al (2019) encontraram diminuicdo na quantidade
de colageno no estroma prostatico ap6s administragéo de arsenito de sédio, composto
capaz de reduzir a resposta androgénica da glandula, tal como o minoxidil. Mariotti &
Mawhinney (1981) observaram que a castracao foi capaz de promover o declinio na
sintese de colageno da prostata e da vesicula seminal. Por outro lado, Corradi et al
(2004) constataram um acumulo de colageno ao redor dos acinos prostaticos apés
tratamento com 100 mg/kg de finasterida.

Em nosso estudo, era de se esperar um aumento das fibras no grupo que
recebeu finasterida, uma vez que o medicamento promove a reducao da atividade das
metaloproteinases da matriz, enzimas envolvidas na degradacao das moléculas de
colageno (Moroz et al., 2013; Delella et al., 2017), ocasionando, assim, aumento na
quantidade das fibras ap6s o tratamento. Por outro lado, em relagdo ao minoxidil era
esperado um declinio, como ja observado por Lachgar et al (1996), que mostraram a
acao do minoxidil capaz de suprimir a sintese de colageno na papila dérmica de
vibrissas de ratos. Além disso, Murad & Pinnell (1987) demonstraram a producéao de
um colageno deficiente em culturas de fibroblastos de pele humana apés
administragdo do medicamento. Em relagdo a quantificacdo das fibras na préstata,
apos o uso de minoxidil oral, nossa pesquisa é precursora e mais estudos precisam
ser realizados para ajudar a defender como esta droga poderia ou nao ocasionar
alteracao no conteudo de colageno da matriz.

A utilizacdo de medicamentos € apenas um dos diversos fatores que podem
afetar os niveis de antioxidantes celulares (Machlin, 1992; Roe, 1992). Os
androgenos, por sua vez, sao reguladores da atividade das enzimas antioxidantes
(Rzeszotek et al., 2022) e, por isso, torna-se util avaliar os efeitos que as drogas,
comumente relacionadas as vias antiandrogénicas, causam no estado oxidativo.
Assim, o complexo de defesa enzimatico ao estress oxidativo, constituido por
glutationa peroxidases (GPx), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), tem
papel essencial para as células no ataque aos radicais livres resultantes do
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metabolismo oxidativo (Kolasa et al., 2008). O estresse oxidativo € uma condi¢ao que
ocorre quando ha um desequilibrio entre a producao de radicais livres (EROs e
espécies reativas de nitrogénio - ERNs) e a capacidade do organismo de neutraliza-
los, por meio das defesas antioxidantes (Sies, 2015). Portanto, fatores fisiol6gicos,
como desequilibrios endécrino e nutricional; condi¢des ambientais, como exposigéao a
radiacdes e poluentes, e agentes farmacologicos, podem comprometer a capacidade
do corpo de controlar os danos oxidativos (Deavall et al.,, 2012; Goodwin &
Christofidou-Solomidou, 2018). A funcédo reprodutiva masculina € prejudicada por
esse estresse, pois ja foi demonstrado que até 80% dos homens inférteis apresentam
niveis expressivos de EROs no seu sémen (Aitken & Curry, 2011; Agarwal & Bui,
2017).

As enzimas antioxidantes, como a SOD e a CAT, funcionam em conjunto na
prevencao de danos oxidativos. A SOD converte o radical superoxido em perdxido de
hidrogénio e oxigénio molecular e, mesmo sendo menos reativo que o superoxido, o
acumulo de peroxido de hidrogénio ainda pode trazer efeitos nocivos as estruturas
celulares, sendo posteriormente convertido a oxigénio e agua pela CAT (Chelikani et
al., 2004; Hermes-Lima, 2005; Kumar & Clair, 2021). O aumento da atividade da SOD
ja foi relacionado com o efeito protetor em tumores prostaticos, pois se a atividade for
reduzida, pode resultar em acumulo de superéxido, que causa efeitos deletérios no
tecido (Gate et al., 1990; Kumar & Clair, 2021). Embora o acumulo de EROs esteja
associado a patologias, altos niveis das enzimas antioxidantes também podem
representar indicios (Moloney & Cotter, 2018). Nosso estudo relatou aumento da
atividade de SOD no grupo F5,0 (42 dias). Corroborando com nossos achados, Kolasa
et al (2008) mostraram que a administracéo de finasterida foi capaz de aumentar a
SOD extracelular em outros 6rgaos reprodutivos, como no epididimo de ratos Wistar.
Podemos especular, com o aumento desta atividade enzimatica, que houve uma
tentativa de neutralizar os radicais livres e seus potenciais efeitos deletérios. Os niveis
de CAT nao apresentaram alteracdo em nosso estudo, porém ja foi demonstrado que
0 uso de finasterida foi capaz de diminuir a atividade dessa enzima no testiculo de
modelos murinos (Shalaby et al., 2020). A GST atua no metabolismo da detoxificagcao
celular, além da defesa a peroxidagéo lipidica (Hayes et al., 2005). Sua atividade
reduzida poderia nos sugerir esgotamento do sistema de defesa antioxidante que
buscou reduzir o acumulo de EROs, embora nao tenha havido diferencas expressivas
em nossos achados.
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O malondialdeido (MDA) é um produto da peroxidagéao lipidica e importante
marcador de dano oxidativo (Rahal et al., 2014). O aumento expressivo da
concentracdo de MDA indica uma possivel formacao de lipideos peroxidados no
complexo prostatico dos animais tratados com finasterida, por 42 dias, e minoxidil na
maior dose, por 84 dias. A préstata pode sofrer diferentes danos a partir do aumento
de MDA (Shabani et al., 2021). O poder antioxidante reduzido e o aumento da
peroxidagao lipidica foram observados por Laur et al (2008) associados a diferentes
doencas prostaticas. Esses dados nos ajudam a entender que o aumento de MDA
constatado em nossos resultados pode induzir mudangas nas propriedades fisico-
quimicas da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade (Vendermiale
et al.,, 1999), o que certamente aacometeria a saude reprodutiva da prostata. A
peroxidagao lipidica causada por EROs pode contribuir, ainda, para a morte celular
(Ferreira & Matsubar, 1997), e esta condicdo foi observada em nossa pesquisa,
podendo ser 0 aumento deste marcador uma das causas para os achados de células
apoptéticas. Embora nao tenha sido expressivo em todos os grupos, os niveis de MDA
foram maiores nos animais que receberam o tratamento quando comparado com o
controle, fortalecendo nossa hip6tese. Ainda que grandes alteragdes morfolégicas ndo
tenham sido observadas nos grupos Minoxidil, 0 aumento de MDA nos animais que
receberam a maior dose (M7,5) por 84 dias pode ser indicios de dano tecidual, uma
vez que se trata de um importante marcador de efeitos deletérios ao tecido. E
importante considerar, ainda, que as alteracées moleculares antecedem as alteracées
morfolégicas. O tratamento com 3,1 mg/kg de finasterida também foi capaz de
aumentar os niveis de MDA em testiculos de ratos Wistar (Olayinka & Adewole, 2020),
atestando o efeito danoso as membranas lipidicas em outros 6rgaos reprodutivos.

Adicionalmente, o acumulo de proteinas carboniladas (PC) também apresenta
um importante papel como marcador de estresse oxidativo, podendo causar danos a
atividade mitocondrial e ao processo de transcricao da célula por meio da oxidacao
de residuos de lisina, arginina, prolina e treonina (Hauck et al.,, 2018). Em nosso
estudo, os niveis de PC ndo foram alterados nos tratamentos com finasterida e
minoxidil. Os niveis de outro marcador de estresse, o 6xido nitrico (ON), aumentou
nos grupos F5,0 (42 dias) e M5,0 e M7,5 (84 dias). Seu papel vasodilatador é
importante em pequenas doses, porém sabe-se que o acumulo do radical pode ser
prejudicial para os constituintes celulares (Droge, 2002) e os niveis elevados podem

nos sugerir problemas funcionais na glandula. Varias vias de sinalizacado de processos
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inflamatérios séo reguladas por ON, como o recrutamento de células para locais de
inflamagdo e a inducdo de apoptose (Andrabi et al.,, 2023). Essas ideias sao
consistentes com os nossos achados de infiltrado inflamatério, aumento de mastdcitos
e células apoptéticas, embora o estresse nitrosativo ndo tenha sido expressivo em
todos 0s grupos que receberam os medicamentos e apresentaram essas condi¢cdes
histol6gicas.

De fato, a administracdo do minoxidil foi capaz de causar alteracées em
parametros importantes da préstata. Essas mudancas nos sugerem perturbacdes na
integridade e no funcionamento da glandula, podendo ocasionar futuros danos na
fertilidade masculina. Mais estudos acerca dessa tematica sdo necessarios, como a
avaliacao dos efeitos que o uso destes medicamentos pode causar em outros 6rgaos,
a fim de compreender e elucidar os mecanismos de ag¢ao das drogas, bem como
contribuir na promog¢ao de outras alternativas terapéuticas seguras para o tratamento
da alopecia. Assim, é essencial a busca por uma compreensao global dos efeitos que

o minoxidil oral pode causar, sobretudo, na reprodu¢cao humana.

7. CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que o uso de minoxidil oral foi capaz de causar
modificagdes moleculares e, consequentemente, na histoarquitetura do complexo
prostatico de camundongos Balb/C. Entre as mais comuns foram atrofia epitelial,
presenca de infiltrados inflamatérios, aumento no numero de mastécitos e estresse
oxidativo, com alta evidéncia de marcador de dano lipidico apés administracdo do
medicamento. Porém, os efeitos morfoldgicos foram menos acentuados nos animais
que receberam minoxidil quando comparados com aqueles que receberam finasterida,
comprovando os efeitos deletérios da droga. Dessa forma, foi de grande importancia
a presenca de um grupo controle positivo (finasterida), pois nos permitiu inferir que o
uso de minoxidil ocasionou menos efeitos adversos na glandula, quando realizadas
comparacoes das diferentes doses de minoxidil com o grupo que recebeu finasterida.
De fato, nossa pesquisa pode contribuir para uma melhor compreensdo dos efeitos
que estas drogas causam nos 6érgaos reprodutivos e, consequentemente, na
fertilidade masculina. De modo geral, nossos dados revelam que as diferengcas no
tempo de exposicdo nado foram importantes para o agravamento das alteracoes

morfoldgicas, tampouco as diferentes doses do medicamento, embora o aumento de
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MDA no grupo que recebeu a maior dose de minoxidil tenha sido expressivo, nos
permitindo inferir que alteragbes moleculares poderiam anteceder novas mudangas
no perfil morfolégico da glandula em um periodo de exposicdo maior que a utilizada
neste trabalho. O estudo sobre o0 uso de antiandrogénicos, como a finasterida, pode
ser util para elucidar a relevancia dos andrégenos na manutencao funcional da
prostata e certificar que, como mostrado em nossos resultados, o uso destes
medicamentos afeta a integridade do érgdo. Dessa forma, os individuos propensos a
alopecia androgenética, sobretudo os mais jovens, que buscam por essas op¢oes de
tratamento, merecem e precisam reconhecer a importancia da melhor escolha

terapéutica para prevenir danos reprodutivos no futuro.
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