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LISTA DE ABREVIATURAS:

AA = aminoacidos
AP = exame anatomo-patologico

AR = receptor androgénico

BAM = bloqueio androgénico maximo

CaP = cancer de prostata

"C-T = testosterone marcada radioativamente com carbono 14
Sar= 5-alfa-redutase

Sar I= 5-alfa-redutase tipo |

Sar [I= 5-alfa-redutase tipo II

DNA = acido desoxirribonucléico

DHT = diidrotestosterona

DU 145 = cultura de células de adenocarcinoma prostatico humano

17B-HDS= 17-beta-hidroxiesteroideoxidoredutase
ELISA= Enzime-Linked Immunoabsorbent Assays
et al.= e outros

EUA = Estados Unidos da América

HPB = hiperplasia prostatica benigna

I-PSS = escore internacional de sintomas prostaticos

IC = intervalo de confianga

KD = kilodaltons

Km = afinidade do substrato (constantes de Michaelis-Menten)
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L= leucina
L/L = alelos leucina/leucina

LH = hormonio luteinizante

LNCAP= cultura de células de linfonodos com adenocarcinoma prostatico metastatico

mg = miligramas

ml = mililitros

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

ng/ml = nanogramas/mililitro

OR = odds ratio

PCPT = Prostate Cancer Prevention Trial

PIN = neoplasia intraepitelial prostatica

PLESS = Proscar Long Term Efficacy and Safety Study
PROSPECT = Proscar Safety Efficacy Canadian Two-Year Study
PROWERS = Proscar Worldwide Efficacy and Safety Study

PSA = antigeno prostatico especifico

Qmax = pico do fluxo urinario (fluxo maximo)

RNA = 4cido ribonucléico

RNAm = RNA mensageiro

RT-PCR = reagdo de cadeias de polimerase pela transcriptase reversa
RTU-P =ressec¢ao transuretral de prostata

RUA = retengdo urinaria aguda

SCARP = Scandinavian Study of Reduction of the Prostate
SRDS5A1 = gene que codifica a proteina Sar I
SRDS5A2 = gene que codifica a proteina Sar II
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STUI (LUTS) = sintomas do trato urindrio inferior (low urinary tract symptoms)

T= testosterona

3a-diol = Sa-androstane 3a-17p-diol

30-HDS= 3-alfa-hidroxiesteroideoxidoredutase
3B-diol = Sa-androstane 33-17p-diol

t ¥4 = meia-vida

V=valina
V/L = alelos valina/leucina
Vm = velocidade maxima (constantes de Michaelis-Menten)

V/V = alelos valina/valina

ZC = zona central da prostata
ZP = zona periférica da prostata

ZT = zona de transi¢do da prostata
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FUNDAMENTACAO TEORICA
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INTRODUCAO

O principal androgénio envolvido no desenvolvimento e crescimento prostatico ¢ a
Diidrotestosterona (DHT) (1, 2). A concentracao de DHT na prostata ¢ cerca de cinco vezes
a de testosterona (T). Somente a testosterona livre (apenas 2% da T ¢ livre) esta disponivel
na prostata para formar DHT, sendo que 90% daquela ¢ convertida a essa. A conversdo de
T em DHT ¢ irreversivel. No plasma a concentragdo de DHT ¢ muito baixa, cerca de 11
vezes menor que a da T. Noventa e cinco por cento da T produzida tem origem testicular
(células de Leydig). A meia-vida plasmatica da testosterona varia de 10 a 20 minutos. Na
prostata a T tem papel de pro-hormonio, pois a DHT originada da T € que apresenta maior
efeito androgénico (ampliagdo do efeito androgénico da T) (3). A enzima que catalisa a
reacdo T - DHT ¢ a 5-alfa-redutase (Sar). Em 1952 foi realizada a descrigao inicial da Sar.
Entretanto o primeiro hormdnio androgénico caracterizado (que na verdade foi isolado na
urina), foi denominado androsterona em 1931 por Butenant. Em 1935 Ernest Laquer e
colaboradores demonstraram que, na verdade, o hormdnio produzido pelos testiculos era a
T e ndo a androsterona. A androsterona era um metabdlito inativo da T cuja funcdo era
aumentar a solubilidade em agua para que a mesma pudesse ser excretada na urina.
Também na década de 1930 foi descrita a DHT. Na década de 1950 foi caracterizada a Sar
em figado de rato, e na de 1960 foi descoberto que, em ensaios envolvendo a prostata, a
DHT era um androgeno mais potente que a T. Entdo se demonstrou que a DHT ligava-se ao
mesmo receptor androgénico (AR) que a T, mas com uma afinidade maior (4). Evidéncia

definitiva da importancia da DHT ocorreu em 1974 com a descrigdo da sindrome da
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deficiéncia da Sar (hipospadia perineoescrotal pseudovaginal)(5). Posteriormente varios
estudos demonstram haver dois tipos de Sar (3, 4, 6-14). A tipo I (Sar I) apresentava pH
otimo entre 6,0 — 8,5 e predominava na pele e no figado. A tipo II (5ar II) apresentava pH
otimo 5,0 e predominava na prostata (4, 15-17).

Estudos apontam para uma diferente distribuicao estromal e epitelial para as duas
isoenzimas (10). Embora haja uma maior expressao da Sar II na préstata normal, bem como
na Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), no adenocarcinoma de prostata a expressdao da
Sar II estd diminuida, ao passo que da Sar I pode estar aumentada, diferentemente do que
ocorre quando nao ha cancer de prostata (CaP). Uma possivel explicagdo para isso € a
predominancia relativa da Sor II no estroma (aumentado na HPB estromal) e da Sar I no
epitélio (substituindo o estroma no CaP). Na verdade tanto a Sar I quanto a Sar II estariam
presentes no estroma, embora com ampla predominancia da Sor II, mas no epitélio haveria
apenas a expressao da Sar I (10). O co-fator presente na conversao da T em DHT pela acao

das Sar I e Il ¢ o NADPH (3, 14).
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BIOLOGIA E PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA 50-REDUTASE

A DHT formada a partir da T livre que entra na célula prostatica, pela acao da Sar
com a participagdo do NADPH (figura 1), se liga a receptores presentes no nucleo da
célula, ou entdo ¢ metabolizada. A DHT pode ser convertida a 3a-diol pela agdo da enzima
3a-HSD (3-alfa-hidroxiesteroideoxidoredutase) com a presenca do NADPH como co-fator.
Essa reagdo ¢ reversivel, isto ¢, o 3a-diol pode voltar a formar DHT, assim como ser
convertido a androsterona pela enzima 173-HSD (co-fator NADPH). A androsterona pode
voltar a ser 3a-diol e, por conseguinte, DHT, pois a reacdo que leva o 3a-diol a formar
androsterona ¢ reversivel. Além do 3a-diol a DHT pode ainda ser convertida, dentro da
prostata, a 3B-diol. Essa reagdo ¢ também reversivel e catalisada pela enzima 3-HSD com
a presenga do co-fator NADPH. Entretanto, o 3p-diol ¢ irreversivelmente metabolizado a
6a-triol, pela agdo da enzima 6a-hidroxilase, ou a 7a-triol pela 7a-hidroxilase. As reagdes
que levam ao surgimento dos tridis a partir do 3B-diol sdo irreversiveis. A administracao de
3a-diol induz forte efeito androgénico por rapida conversdo a DHT, ao passo que a
administragao de 3B-diol ndo tem efeito androgénico significativo posto que ¢ convertido
irreversivelmente de forma rapida e eficaz a 6a-triol e 7a-triol (metabdlitos inativos). Os
triois sao os metabolitos finais da T na célula prostatica. Sdo hidrossoluveis, inativos € nao
podem voltar a ser DHT (2). A T pode ser também convertida a androstenediona, reagao
essa reversivel e catalisada pela 17B-HSD. A androstenediona pode entdo se convertida
pela enzima 5Sor a androstandiona em uma reacdo irreversivel. H4 de se notar que a
androstandiona também ¢ o produto da DHT convertida pela 178-HSD em uma reagdo

reversivel. A androstandiona seja ela formada a partir do substrato androstenediona seja
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através do substrato DHT (ambos produzidos através da conversio da T) € entdo
metabolizada a androsterona pela acdo da enzima 3a-HSD em uma reacdo reversivel
(figura 2) (18).

A ag3o da enzima Sor em outros tecidos também pode ocorrer sobre outros
substratos  tais como  20a-hidroxi-preg-4-em-3-one,  17a-hidroxi-progesterona,
epitestosterona, progesterona e androstenediona (3, 4).

Ademais hd também uma grande variacdo em relagdo a atuagdo da enzima em
diferentes espécies animas e vegetais (3, 19-22). No caso da prostata de ratos a atividade da
Sar I esta associada a um papel catabolico no metabolismo dos esterdides, ao passo que a
Sar II € mais importante nos processos anabolicos. O pH 6timo para a Sar I ¢ mais neutro a
alcalino, e da Sar II ¢ mais acido (23). Caes tém sido usados como modelos experimentais
para o estudo da expressio da Sar e o desenvolvimento de HPB, pois os caninos
freqlientemente sdo acometidos por essa hiperplasia. A homologia entre a seqiiéncia de
aminoacidos da Sar entre cdes e humanos foi de 83% para a tipo I 88% para a tipo 1L
Comparando-se a distribui¢do da Sar em diferentes tecidos entre ratos, caes ¢ humanos,
varias diferencas tem sido encontradas. Na prostata humana Sar II é a mais abundante,
enquanto que em ratos ambas sdo similarmente expressas. Ja nos cdes ha um predominio da
Sar I em andlises realizadas pelas técnicas de reacdo de cadeias de polimerase pela
transcriptase reversa (RT-PCR). J& nos epididimos de ratos, cdes e humanos a atividade da
enzima foi muito semelhante. Em rins de cdes tanto a Sar I quanto a II apresentaram alta
atividade, todavia em humanos isso nao se verificou (8). Em homens foi realizado estudo
em relagdo a variagdo racial da enzima, ja que o CaP parece ter risco alto em afro-
americanos, intermedidrio em brancos e baixo em orientais. No referido estudo foi

analisado a associacdo de um metabdlito da Sar, o 3a-diol, com a presenga de CaP em
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caucasoides, negroides e mongoloides. Entre os amarelos, o nivel do metabodlito estudado
foi estatisticamente mais baixo que nos demais grupos. Os niveis de 3a-diol foram mais
altos nos brancos, intermediario nos negros, ¢ baixos nos amarelos, mesmo quando
emparelhados por idade (24). Entretanto, o 3a-diol ¢ apenas um dos metabdlitos da Sar, ndo
podendo se chegar a nenhuma conclusdo apenas com sua analise isolada.

A DHT tem papel fundamental na virilizagdo. As duas isoenzimas com seu cofator
NADPH tem ampla especificidade para esterdides contendo a configuragio A*3-keto. A
Sa-reducdo ¢ essencialmente irreversivel. Androgenos fracos como androstenediona
desempenham sua fun¢do porque sdo convertidos nos tecidos-alvo a T e a DHT. A T tem
papel fundamental em trés processos funcionais masculinos: 1°- na regulacdo da secrecao
de hormonio luteinizante (LH); 2° - virilizagdo dos ductos de Wolff; 3° - regulagdo da
espermatogénese. As demais agdes androgénicas na embriogénese € na vida pos-
embrionica sdo largamente mediadas pela DHT. Ademais, a HPB pode ser induzida em
caes pela administragdo de DHT. A Sar II é a predominante (ndo exclusiva) no trato
urogenital masculino, enquanto que a Sar I estd no figado, e nas glandulas sebéceas da pele
ndo genital (exceto no prepucio e nas células epiteliais do epididimo e da prostata que,
embora sejam genitais, apresentam predominio da Sor I). Além de estar no estroma
prostatico, Sor II estd presente nos foliculos pilosos do couro cabeludo e no estroma das
vesiculas seminais. Enquanto a Sar I se relaciona mais com a acne, a Sar II se relaciona
mais com a calvicie masculina (3, 5, 15).

A 5a redugdo exclui a aromatizacdo de andrégenos a estrogenos (3), embora haja
controvérsia quanto a presenca de aromatase na célula prostatica (25), e promove acimulo
intracelular de androgenos (3). Ha evidéncias de que a tanto a T quanto a DHT ajam através

de um tunico tipo de receptor AR, sendo que a estrutura mais plana da DHT favorece uma
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ligacdo mais firme com o receptor. Essa alta afinidade de ligacdo ocorre também devido a
baixa dissociacdo da DHT em relagdo ao AR. Evidéncia convincente de que a o maior
efeito da 5o reducdo em animais intactos ¢ o de ampliar o sinal androgénico vem da
demonstracdo de que camundongos com aparente auséncia de DHT formam genitais
masculinos internos e externos. Porém em humanos ha uma profunda interferéncia na
virilizagdo quando ocorre deficiéncia da Sar II (ver adiante na parte sobre a hipospadia
perineoescrotal pseudovaginal no pseudo-hermafroditismo masculino na sindrome da
deficiéncia da Sar II). A diferenca entre o que ocorre com os camundongos € com 0s
humanos ¢ que enquanto nos homens os niveis de T prostitica mudam pouco com a
inibicdo natural da Sa r II, no camundongo o nivel desse hormonio aumenta mais de 100
vezes na prostata e nas vesiculas seminais quando ocorre inativacdo de ambas isoenzimas.
Em homens e em cdes o metabolismo da T a androstenediona mantém os niveis de T
tecidual baixos quando a Sa r II esta inibida. A clara implicacdo disso € que altos niveis de
T podem provocar as mesmas fungdes da DHT em baixas concentragdes. Sendo assim, o
efeito fundamental da DHT ¢ o de ampliar um fraco sinal hormonal (3).

Curiosamente a castragdo leva ao aumento da sintese de DNA na prostata seguido
por 90% de involugdo epitelial, mas com somente 20% de involucao estromal (15). Os
androgenos T e DHT, como dito anteriormente, controlam a transcri¢do génica na célula
alvo (exemplo: prostata) através da ligagdlo com o AR que ocorre no reticulo
endoplasmatico perinuclear. Isso porque a Sar ¢ hidrofobica e esta mergulhada na bicamada
lipidica constituida pelo por esse reticulo. O complexo hormodnio-receptor ¢ transportado
por dentro da membrana até o nticleo da célula (portanto estd presente em alta concentragao
nessa parte) e entdo atua sobre o DNA estimulando a transcricdo de um RNA mensageiro

que ird ser traduzido a proteinas que deixardo a célula para exercerem seu efeito
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metabodlico controlado pelo sinal hormonal (15, 17). A DHT pode ainda ligar-se
diretamente aos AR nucleares (4). Modulagdo intracrina ¢ o fendmeno que acaba por
ocorrer no interior da célula prostatica, e se refere a ampliacdo do poder androgénico da T,
a partir da transformagdo no citoplasma da célula-alvo (no reticulo endotelial), em seu
metabolito androgenicamente mais ativo, a DHT. A T, por ser o principal androgeno
circulante, tem papel fundamental na libido e na fung¢ao sexual (17).

As propriedades bioquimicas propriamente ditas da Sor referem-se ao fato de
ambas isoenzimas serem proteinas hidrofobicas compostas por 260 aminoacidos com peso
molecular de 29.000. Os aminoacidos hidrofobicos estdo distribuidos ao longo das
supracitadas isoenzimas. A estrutura bioquimica sugere que a Sar seja uma enzima de
membrana, profundamente circundada por bicamada lipidica. Varias seqiiéncias de
aminodcidos sdo iguais na Sar I e na Sar II. Para a tipo I o pH 6timo varia de 6,0 a 8,5, ao
passo que para a tipo Il o pH ¢ de 5,0. Os pH alcalino e acido sdo diagndsticos para as Sar
(diferenciam a Sar I da Sar II). Em células intactas o pH da Sar II tende a ser mais neutro
(7,0) que 4cido (nas células lisadas dos homogeneizados) (2, 4).

Em relacdo aos parametros cinéticos pode-se dizer que o Km da SarIparaa T é de
1 —5 uM. Ja o Km da Sar II para a T é submicromolar (0,1 — 1,0 uM). O Km para o co-
fator NADPH ¢ 3 — 10 uM para ambas isoenzimas. As observacdes de que a Sar II tem
mais alta afinidade pela T e ¢ mais eficiente em pH neutro em células lisadas sugere que
essa enzima age em pH neutro no interior da célula. Tanto a Sar I quanto a Sar II tem longa
meia-vida ( t 2 = 20-30 horas). O t !4 das isoenzimas ndo ¢ alterado pelos 4-azasterdides
(finasterida). Estudos imunohistoquimicos demonstram que a localizagdo da enzima no
reticulo endoplasmatico € perinuclear, conforme ja descrito acima. As isoenzimas também

apresentam diferentes sensibilidades a diferentes inibidores (4, 14, 17).
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GENETICA DA 50-REDUTASE

Dificuldades em purificar a Sor devido a extrema insolubilidade s6 foram
contornadas em 1989 com a clonagem do DNA responsavel pela codificacdo da Sar em
ratos. Esses estudos levaram a descoberta de dois genes, um para cada isoenzima (5, 16,
17). Em 1992 Jenkins, Andersson, McGinley, Wilson e Russel publicaram um memoridvel
artigo sobre a evidéncia genética e farmacoldgica de mais de uma Soar em humanos (14).

Dois genes, portanto, codificam a Soar (um para cada isoenzima). Embora
esses genes estejam localizados em cromossomos diferentes, apresentam uma notavel
semelhanga. Esses genes estdo presentes em todas as espécies examinadas até entdo. Os
introns e exons se assemelham em muito (3, 17). Ambos genes para Sar apresentam 5
exons ¢ 4 introns, ¢ a posi¢do dos introns ¢ idéntica para os dois, sugerindo que os dois
genes devem proceder de uma duplicagdo original tnica (de um gene que era Unico,
filogeneticamente falando). Nao obstante a estrutura genética seja muito semelhante, o gene
que codifica a Sar I ocupa um cromossomo diferente do que codifica a Sar II. O simbolo
para o gene que codifica a Sar [ ¢ SRD5A1 e o da Sor I ¢ SRD5A2. Portanto, somente
quando estivermos nos mencionando a enzima (proteina) os simbolos serdo Sar I e II.
Quando mencionarmos 0s genes que as codificam, respectivamente, escreveremos
SRD5A1 e SRD5A2. O SRD5A1 estd localizado na parte distal do brago curto do
cromossomo 5 (banda p15), ao passo que o SRD5A?2 estd na banda p23 do cromossomo 2
(4,13, 15, 17).

O potencial da Sor como paradigma para a biologia do desenvolvimento foi
percebido gracas ao estudo das mutacdes naturais do gene SRD5A2. As referidas mutagdes

levam a deficiéncia da Sar I com conseqiiente alteracdo na diferencia¢do sexual masculina.
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Ha trés estagios temporais no desenvolvimento do fendtipo masculino: o primeiro comega
com a formagao do sexo cromossdmico (genotipo 46, XY) que inicia com a fecundacdo. A
segunda etapa ¢ determinada pela presenca do cromossomo Y através do gene SRY
(denominado gene determinante do testiculo) (4). Entdo se define o sexo gonadal, pois o
gene SRY do cromossomo Y determina a diferenciagdo testicular (e ndo ovariana) da
gbonada primordial indiferenciada. Uma vez que a gonada fetal passa ser o testiculo, esse,
por sua vez, passa a produzir T, iniciando o terceiro estagio do desenvolvimento fenotipico
masculino. A T age sobre o AR, e essa interacdo T-AR desencadeia a formagdo de
estruturas genitais masculinas internas tais como os epididimos, as vesiculas seminais, € 0s
ductos deferentes. No trato urogenital embrionario a T ¢ convertida a DHT pela Sar, que se
liga a0 mesmo AR da T, mas com afinidade muito superior (como visto anteriormente). A
interagdo DHT-AR finalmente induz a diferenciagdo da genitalia externa (pénis e escroto)
e ao desenvolvimento da prostata. Essa glandula comeca a ser formada na 10* semana de
gestacdo sob a influéncia da DHT sobre o segmento uretral do seio urogenital. Isso entao
completa os estidgios de desenvolvimento ontogenético (intra-uterino). Nota-se que o
processo que leva a formag@o dos genitais externos masculinos bem como a formagdo da
préstata ndo tem interferéncia nos passos que o antecedem no desenvolvimento sexual. Por
isso que caso haja alteracdes no gene SRD5A2, e por conseguinte na codificacdo da Sar II,
a conseqliente diminuicdo da DHT (diminuicdo, mas ndo auséncia, posto que o gene
SRD5A1 ainda esta ativo) leva a alteragdes importantes no desenvolvimento genital
externo e da prostata sem, contudo, haver alteracdes na formagdo dos genitais internos
(testiculos, epididimos, vesiculas seminais, ductos deferentes). O aumento da atividade da
Sar I na pele durante a puberdade e também a presenca continua dessa isoenzima no figado,

parecem explicar porque a maior parte dos individuos acometidos pela deficiéncia da Sar II
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acabam virilizando em extensao variavel na puberdade. Ajuda a explicar também porque se
pode demonstrar a presenga de DHT em individuos com deficiéncia da isoenzima tipo II.
Como o figado e a pele representam larga propor¢do da massa corporal (cerca de 25%) e
como esses Orgdos expressam substancialmente a Sar I, parece que a virilizagdo nesses
casos ¢ devido a sintese de DHT através da catalisagdo da Sar I ao invés da Sar II (4). Isso
sugere que a DHT possa agir também como hormodnio circulante, ja que a mesma, nesses
casos, seria produzida apenas no figado e na pele, mas seria encontrada na circulagdo. A
DHT como hormonio circulante ndo teria apenas efeito autdcrino e paracrino, mas também
endocrino (embora em concentracdo bem inferior a da T circulante) (4). Todavia cabe-se
ressaltar que do ponto de vista endocrino a T € mais importante, ao passo que do ponto de
vista autocrino, nas células-alvo para a T, a DHT ¢ mais importante. Por conseguinte pode-
se dizer que ainda assim os homens com deficiéncia da Sar II ndo apresentardo
desenvolvimento prostatico normal, demonstrando claramente a importancia da Sar I, com
a conseqiiente agdo autdcrina da DHT, no desenvolvimento da glandula prostatica. Nesse
contexto se insere a utilidade de inibidores farmacologicos da Sar II (como a finasterida) no
tratamento da HPB (4, 5, 13, 15, 16). Ainda em relacdo a importancia especifica da Sar II
no desenvolvimento sexual masculino, em estudos realizados com macacas gravidas em
que foi administrada finasterida, observou-se que houve alteracdes nos fetos masculinos,
tais quais as observadas nos casos genéticos congénitos de deficiéncia da Sar. Isto €,
ocorreram uma série de anormalidades na genitalia externa dos referidos fetos, tais como
hipospadia, aderéncias prepuciais a glande, subdesenvolvimento escrotal, ¢ micropénis. Ha
de se ressaltar que nos fetos femininos nao foram registradas alteragdes (15).

Tem sido estudado o polimorfismo genético do SRD5A2 e sua relagdo com o

surgimento e com a progressdo do CaP. Uma simples substituicdo no codon 89 resulta
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numa troca do aminodacido valina pelo leucina (V89L). Essa troca estaria associada a um
aumento da expressao da Sar II, j& que os pacientes com o alelo valina tem alta atividade,
ao passo que os com leucina tem atividade enzimatica mais baixa (26). No entanto, achados
diferentes tem sido encontrados em diferentes estudos (27). Nam et al. (26) em 2001
publicaram um estudo do tipo caso-controle (158 casos e 162 controles), assim como
Pearce et al. (27) em 2002 (921 casos e 1295 controles). No trabalho com menor numero de
pacientes e publicado anteriormente, o objetivo era demonstrar se o polimorfismo genético
supracitado estaria associado ao maior risco de CaP, o que poderia servir de base para o
desenvolvimento de novos marcadores tumorais. Para analisarmos os resultados devemos
entender que o gene SRD5A2, responsavel pela sintese da enzima Sar II, pode conter
seqiiéncias de nucleotideos correspondentes ao aminoacido de valina nos dois alelos (V/V),
leucina nos dois alelos (L/L), ou o genotipo V/L. O desfecho primario do estudo era avaliar
histologicamente a presenca de adenocarcinoma de prostata e correlacionar com a presenga
de V ou L. Outro desfecho primario era recorréncia bioquimica definida como aumento do
PSA em 0,2 ng/ml ou mais em duas medidas consecutivas com intervalo de 3 meses, sendo
avaliada entdo a progressdo da doenga. Os resultados e as conclusdes do estudo de Nam e?
al foram de que pacientes que apresentavam o alelo V no gene tinham um risco duas vezes
maior para desenvolver CaP (OR= 1,0 para L/L; OR= 2,76 para V/V com IC 95% 1,17-
5,78 e p=0,02), e um risco adicional duas vezes maior de apresentar progressao da doenga
quando comparados com pacientes com genotipo L/L (OR= 1,0 para L/L; OR= 3,19 para
V/L com IC 95% 1,05-16,1 e p=0,04; OR= 4,10 para V/V com IC 95% 1,56-6,64 ¢
p=0,02), ambos resultados significativos do ponto de vista estatistico. Ja Pearce et al. nao
obtiveram os mesmos resultados, ou seja, ndo houve diferenga estatistica com risco maior

entre aqueles com alelo V. Yamada et al. (28) também avaliaram o polimorfismo V89L no
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gene SRD5SA2 através de um estudo de caso-controle (105 casos x 210 controles)
conduzido apenas em japoneses (o estudo de Pearce era multirracial). Assim como Pearce
et al., Yamada et al. ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa que conferisse
maior risco aqueles que possuissem o alelo V. Portanto, ao que tudo indica, alteracdes no
gene da Sar II ndo estdo relacionados ao surgimento de CaP, ndo confirmando os achados

de Nam, talvez porque esse tenha realizado um estudo com menor nimero de pacientes.

25



PSEUDO-HERMAFRODITISMO MASCULINO POR DEFICIENCIA DA 5ar II

Homens acometidos por essa sindrome apresentam deficiéncia apenas da Sar II.
Portanto os mesmos tém uma forma de pseudo-hermafroditismo, haja vista que embora os
genitais externos tenham fenotipo feminino (genitdlia ambigua), os mesmos possuem
testiculos, epididimos, vesiculas seminais e ductos deferentes normais, bem como caridtipo
46, XY. Nessas pessoas a prostata ndo se desenvolve, e ainda hd uma importante
diminui¢@o na ocorréncia de acne e calvicie com padrao masculino. Na puberdade esses
homens com genitais externos femininos virilizam, mas na idade adulta estdo, todavia,
protegidos da HPB, CaP e da alopécia androgénica. Esse fato natural (ainda que patoldgico)
levou ao desenvolvimento farmacoldgico de drogas inibidoras da Sar II para o tratamento
da HPB e para o tratamento da calvicie (3-5, 14).

Embora ambas isoenzimas estejam presentes na prostata (Sar I no epitélio e Sar II
no estroma), a Sar I ndo supre a auséncia da Sar II no desenvolvimento prostatico, haja
vista que a mesma esta presente na supracitada forma de pseudo-hermafroditismo (10, 15,
17, 18).

O pseudo-hermafroditismo masculino por deficiéncia da Sar II, também chamado de
hipospéadia perineoescrotal pseudovaginal, ¢ um importante modelo para o estudo em
relacdo ao que a deficiéncia ante-natal da Sar pode acarretar (16). Outros aspectos também
tem sido avaliados, como o papel da DHT na manuten¢do da massa 6ssea, pois se sabe que
a T estd associada a osteopenia, haja visto que pacientes castrados apresentam esse
problema. Em um pequeno estudo conduzido por pesquisadores brasileiros do Hospital das

Clinicas da Universidade de Sao Paulo, verificou-se que pacientes com pseudo-
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hermafroditismo masculino por deficiéncia da Sor II nao apresentavam diminui¢do da
massa 0ssea, sugerindo que a T tem um papel mais relevante que a DHT em se tratando

disso (29).
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PROSTATA NORMAL, HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA E CANCER DE

PROSTATA

A prostata ¢ uma glandula exocrina derivada de acinos glandulares com origem no
segmento uretral do seio urogenital cuja fungdo ¢ a de facilitar a fertilizagdo por neutralizar
a acidez do sémen e ainda por desfazer o coagulo seminal. E na prostata que desembocam
os ductos ejaculadores. Cerca de 20% do liquido seminal é proveniente dessa glandula.
Est4 localizada sob a bexiga e ao redor da uretra prostatica. Cranialmente a ela estdo as
vesiculas seminais, estruturas responsaveis por 70% do liquido seminal. A prostata ¢ um
orgdo pélvico e extraperitoneal. Estd coberta pela fascia endopélvica e pela fascia de
Denonvellier. Anteriormente ha gordura pré-vesical e ha também o plexo da veia dorsal do
pénis (plexo de Santorini). O pubis protege e liga-se a glandula através dos ligamentos
pubo-prostaticos. Posteriormente a prostata e a fascia de Denonvellier estd o reto. O
esfincter externo (estriado) estd junto ao apice prostatico, na uretra membranosa. A
irrigacdo arterial ¢ realizada por ramos das vesicais inferiores e retais médias (ramos da
iliaca interna). A inervagdo provém do plexo pélvico. McNeal em 1968 dividiu a prostata
em zonas: periférica (70% da glandula), de transicdo (2%), central (20%) e fibromuscular
anterior (8 a 30%). Histologicamente a prostata tem uma parte epitelial constituida por
acinos secretores, uma parte muscular lisa que comprime os 4acinos, € um estroma
conjuntivo que sustenta a glandula (1, 2).

A prostata ¢ sede de varias doencas. Entre elas destacamos os processos
inflamatoérios, infecciosos ou ndo, denominados de prostatites, o aumento benigno da
glandula chamado de HPB, e o CaP. Sabe-se que a prostata tem seu crescimento mediado

por andrégenos. Os principais androgenos com agdo prostatica sdo a T e a DHT, sobretudo
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a ultima como visto anteriormente. Devido ao grande papel dos androgenos no
desenvolvimento prostatico, demonstrado em estudos in vitro e in vivo (bloqueio hormonal
na neoplasia de prostata e na HPB), fica claro que qualquer fator que influencie a atividade
desses hormodnios acaba tendo significativo papel no processo de divisdo celular prostatica.
Estudos em cdes demonstraram que a administragdo de DHT provocava HPB (3, 8).
Também se verificou a importancia da conversdo da testosterona em DHT, e a influéncia
dessa no desenvolvimento prostatico, através do estudo de individuos com pseudo-
hermafroditismo autossomico recessivo, conforme abordado anteriormente. Esse e outros
dados tém demonstrado que a poténcia da DHT ¢ significativamente maior que a da
testosterona no tecido prostatico. Portanto, um aumento da disponibilidade da DHT, seja
ela mediada por uma maior conversao da testosterona pela agdo da Sar, seja ela devido ao
aumento primario do substrato (testosterona), levaria a um aumento do metabolismo celular
prostatico. Baseado nisso foram realizados inimeros estudos sobre o papel da Sar e do
efeito do bloqueio dessa enzima através de inibidores, seletivos ou ndo, das isoenzimas I e
IT (3). Antes de detalharmos esse aspecto faremos uma breve revisdao sobre duas patologias
diretamente influenciadas pela enzima em questdo: a HPB e a neoplasia maligna de

prostata.

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

A HPB ¢ uma doenga de grande prevaléncia em homens com mais de 50 anos. Em
estudos de necropsias verificou-se uma prevaléncia de 50% de casos dessa doenga em
homens na sexta década de vida. A medida que a idade aumenta ha também uma maior

incidéncia dessa patologia (1, 2, 30). A HPB ¢ uma doenga em que ocorre uma proliferacao
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do tecido da zona de transi¢do, provocando muitas vezes uma sindrome clinica chamada de
Sintomas do Trato Urinario Inferior (STUI) ou LUTS (Lower Urinary Tract Symptoms)
causada pela obstrugdo infravesical provocada pelo aumento do tecido prostatico
periuretral. Sabe-se atualmente que a HPB tem seu desenvolvimento mediado por fatores
enddcrinos e paracrinos (30). Os dois principais fatores envolvidos na génese da HPB sdo a
idade (envelhecimento) e os androgenos, sobretudo a DHT. Acredita-se que fatores
paracrinos e autdcrinos envolvendo as células do estroma e do epitélio prostatico estejam
envolvidos no processo, bem como uma progressiva falha no processo de apoptose celular.
Ha um aumento na proliferacdo celular (hiperplasia) e ndo um crescimento celular
propriamente dito (hipertrofia), tanto no componente estromal (muscular liso e conjuntivo)
quanto no epitelial na zona de transicdo. A contracdo do musculo liso prostatico (do
estroma e do colo vesical) ¢ estimulada pela acdo simpatica mediada pela noradrenalina,
que atua em alfa-receptores, sobretudo nos alfa-1. Por isso o bloqueio alfa-adrenérgico
alivia a obstru¢ao provocada pela a HPB sem, contudo, que haja diminui¢do do volume
glandular (componente “funcional” da obstrucdo) (1, 30). Ja os inibidores da Sar II
(finasterida) mostraram em estudos como o PLESS uma diminui¢do dos sintomas as custas
de uma redug@o no volume prostatico provocada pela diminuicdo da DHT (componente
“anatdmico” da obstrugao) (31).

Viérios estudos a cerca da historia natural da HPB tem sido conduzidos (31). Estima-
se um crescimento anual médio de quatro gramas de tecido prostatico em individuos com
HPB. Ademais, as manifestacdes dessa doenga sdo oscilantes, ou seja, com periodos de
agravamento intercalados com de recrudescimento. Os desfechos principais seriam a
melhora espontanea, a progressdo dos sintomas de esvaziamento (obstrutivos) e de

armazenamento (irritativos), a retengdo urinaria aguda, a insuficiéncia renal, a litogénese
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vesical, e a necessidade de cirurgia. Destaca-se o fato de que o volume da préstata ndo se
relacionar diretamente com a intensidade dos sintomas, havendo prostatas pequenas (+/-
20g) provocando mais sintomas que prostatas at¢é mesmo muito grandes (> 50g). No
primeiro caso predominaria o componente “funcional” mediado por receptores
adrenérgicos alfa-1; no segundo, o componente “anatomico” determinado pelo aumento
volumétrico da glandula (31). Isso explica o melhor funcionamento na finasterida em
prostatas grandes quando comparada com as pequenas. A avaliagdo clinica da sindrome ¢
realizada através dos escores de sintomas obtidos através do questionario auto-aplicavel
denominado I-PSS (International Prostatic Score Symptoms), do toque retal, do exame
qualitativo de urina, da urocultura, da determinagdo sérica do antigeno prostatico especifico
(PSA), da avaliacdo da fungdo renal pela dosagem da creatinina sérica, da avaliacdo de
residuo pods-miccional pela ultra-sonografia abdominal, e dos estudos de fluxo
(urofluxometria e estudos de pressdao-fluxo). Em casos de suspeita de outras causas de
STUI que ndo a HPB ainda podem ser realizados a uretrocistografia retrograda e miccional,
a uretrocistoscopia, a cistometria, a ultra-sonografia transretal com bidpsia de prostata,
entre outros exames orientados pelas suspeitas clinicas. O tratamento da HPB varia desde a
observagdo até a prostatectomia a céu aberto (transvesical ou retropubica). Nao obstante,
entre esses extremos ha tratamentos progressivamente mais invasivos, entre eles o uso de
fitoterapicos, inibidores da Sar, alfa-bloqueadores, termoterapia, stents uretrais,
prostatotomia, ressecc¢ao transuretral de prostata (RTU-P). Atualmente o padrdo ouro € a
RTU-P, embora a prostatectomia promova, em geral, maior alivio dos sintomas quando
comparada com a RTU-P. Cada vez mais a HPB tem se tornado uma doenga de tratamento
clinico farmacolégico gragas ao advento e ao desenvolvimento de drogas

comprovadamente eficazes e seguras conforme mostram varios estudos clinicos de fase III
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desenhados para avaliar alfa-bloqueadores e inibidores da 5-alfa-redutase (1, 2, 32).
Estudos em que foi usada a finasterida mostraram de 70% a 80% de diminui¢do na
concentracao da DHT sérica e intraprostatica. Além disso, houve uma diminuigdo de 15% a
25% no volume prostatico, sobretudo na zona periuretral. Quanto maior o volume basal da
prostata, maior ¢ a melhora do fluxo e do escore de sintomas prostaticos. Parametros
relacionados a qualidade de vida também melhoram com o uso da medica¢do. Quando
comparada com alfa-bloqueadores (terazosina e doxazosina), a finasterida consegue alterar
a historia natural da HPB, ou seja, a droga promove diminui¢ao da chance do paciente ter
reten¢do urinaria aguda (RUA) assim como redug¢do na chance do paciente ter de se
submeter a procedimentos cirurgicos para tratamento da HPB. Nem todos os pacientes
respondem ao tratamento com finasterida, sobretudo aqueles com prostatas pequenas, mas
naqueles que respondem a melhora sintomatica tende a ser igual a obtida com a utilizacao
de alfa-bloqueadores. A capacidade de detectar CaP ndo difere nos grupos tratados ou nao
com a finasterida, que foi, a propdsito, o primeiro inibidor da Sar com significativos efeitos
bioquimicos, chegando a produzir 64% de redu¢do no volume da prostata de caes (31).
Como escrito acima, varios ensaios clinicos foram delineados para avaliar a eficacia
e a seguranca da finasterida no tratamento da HPB. Em meta-analise conduzida por Boyle
et al. um nimero superior a 2600 pacientes em 6 estudos clinicos randomizados foram
avaliados. As conclusdes desse estudo, que avaliou conjuntamente o PROSPECT study
(Proscar Safety Efficacy Canadian Two-Years Study), o North American and International
Phase III trials, o Early Intervention Trial, o SCARP study (Scandinavian Study of
Reduction of the Prostate), e ainda o Veterans Affairs Cooperative Study, foram que os
resultados mais significativos com o uso da droga em estudo foram naqueles casos em que

a prostata era maior que 40 ml. Na verdade o volume inicial da prostata foi definitivo como
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preditor para desfechos favoraveis em relagao ao uso da medicagdo. O PROSPECT e o
SCARP foram dois ensaios clinicos randomizados e duplo-cegos que mostraram melhora
no escore de sintomas, melhora no fluxo urindrio e diminuigdo do volume prostatico. No
PROWES trial (Proscar Worldwide Efficacy and Safety Study), que foi um ensaio clinico
internacional com dois anos de seguimento, na comparagdo com placebo a finasterida
(Proscar — nome comercial da finasterida desenvolvida pela Merck-Sharp-Dohme) foi
superior na melhora dos sintomas, do fluxo urinario, e na diminui¢ao do volume prostatico,
além de na diminui¢dao da RUA e da realizacdo de cirurgias para tratamento da HPB. Outro
importante ensaio clinico randomizado sobre o uso de finasterida no tratamento da HPB foi
o PLESS (Proscar Long Term Efficacy and Safety Study) onde os investigadores
acompanharam pacientes ao longo de 4 anos nos EUA. Os resultados mostraram que 10%
dos 1.516 homens do grupo placebo e que 4,5% dos 1.524 do grupo finasterida foram
submetidos a cirurgia para tratamento da HPB, e que ocorreu 6,5% de RUA no grupo
placebo, enquanto que no grupo tratado foi de apenas 3%. O tratamento com finasterida
também melhorou o escore de sintomas e o fluxo urinario (5, 31). The Finasteride Study
Group em estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, placebo-controlado, avaliou 895
homens com idades entre 40 e 83 anos e com diagndstico de HPB. O seguimento foi de 12
meses, € os bragos de tratamento foram finasterida 1 mg (até agora os estudos haviam
usado 5 mg), finasterida Smg, e placebo. Como nos demais estudos, os desfechos primarios
foram escore de sintomas, urofluxometria, ¢ volume prostatico. A concentragdo de DHT
sérica nesse estudo caiu a niveis de castragdo nos grupos usando finasterida, sobretudo no
com 5 mg, mas a concentragdo de LH (Hormoénio Luteinizante) e de T aumentaram um
pouco no inicio do estudo e logo em seguida cairam para niveis s€ricos normais € assim

permaneceram até o final do estudo. Também o tamanho prostatico diminuiu a partir do
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terceiro més de tratamento nos dois grupos tratados com finasterida. O fluxo melhorou e os
sintomas também, principalmente nos que usaram 5 mg da medicagdo. Houve diminuicao
do PSA nos individuos tratados, e a disfuncdo sexual também foi um pouco maior nos que
usaram finasterida nas doses de 1 ou de 5 mg (33). Como se pode ver, o papel da finasterida
no tratamento da HPB foi bem estudado, e hoje a droga parece claramente ter seu lugar na
terapéutica dessa afeccdo. No entanto o papel da mesma tem sido investigado também no
tratamento e na prevencdo do CaP, como veremos adiante. Os estudos clinicos com a
utilizagdo de drogas eficazes para HPB, bem como o estudo das alteragdes advindas do
pseudo-hermafroditismo masculino por deficiéncia da Sar II deixam claro o papel dessa
enzima no que se refere ao desenvolvimento prostatico, entretanto ainda ha muito o que
pesquisar a cerca dos efeitos do bloqueio da Sar I no tratamento da HPB (estudo COMBAT

em andamento) e no CaP (estudo REDUCE em andamento).

Cancer de Prostata (CaP)

E a neoplasia mais comum em homens americanos e a segunda causa de morte por
cancer nos Estados Unidos da América (EUA). A prevaléncia aumenta com a idade, assim
como o pico de incidéncia. Aos 50 anos a chance de um homem ter CaP clinicamente
oculto ¢ de 40% (por achado de necropsias), mas de 9,5% para tumores clinicamente
presentes (sintomas e sinais). A incidéncia do CaP tem aumentado nos ultimos anos. Desde
1990 essa neoplasia ultrapassou os casos de cancer de pulmao e de célon. Atualmente de
terceira passou a ser a primeira em freqiiéncia em homens. Em torno de 40% dos tumores
malignos que atingem homens sdo CaP. Segundo a American Cancer Society 19,8% dos

homens que no momento t€ém mais de 50 anos desenvolverdao CaP ao longo da vida. A
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incidéncia do adenocarcinoma prostatico varia geograficamente, sendo menos comum no
oriente (China, India, Japo), e mais comum em paises escandinavos (Suécia, Noruega e
Finlandia) e no Canada. Acredita-se que o tumor de prostata ocorra em quase 100% dos
homens com mais de 100 anos de idade. Entretanto, em grande parte desses individuos o
tumor serd indolente. Devido a campanhas preventivas em que se utiliza o PSA para a
detecgdo precoce da neoplasia, inicialmente houve um aumento dos casos nos EUA, porém
hoje o numero de novos casos diagnosticados tem declinado, provavelmente em virtude do
esgotamento do reservatorio (demanda reprimida de casos). No Prostate Cancer Prevention
Trial (PCPT), ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo-controlado em que foi
estudada a finasterida na quimioprevencao do CaP (ver na parte sobre os inibidores da Sar
os dados a cerca dos resultados desse estudo), de um total de 18.882 homens com mais 55
anos que foram randomizados, 9.060 permaneceram até o final nos grupos finasterida
(4.368 pacientes) e placebo (4.692 pacientes). A prevaléncia de CaP nesses homens com
PSA menor ou igual a 3,0 ng/ml foi de 21,52%, mostrando que cerca de 1 em cada 6
homens apresentava CaP (34). Os mesmos autores, em um outro artigo derivado do PCPT,
demonstraram que nos homens que receberam placebo, e que cujo PSA em sete anos de
seguimento nunca foi maior que 4,0 ng/ml, e cujo toque retal nunca foi suspeito de CaP, a
prevaléncia de CaP foi de surpreendentes 15,2%, sendo que 14,9% apresentavam escore de
Gleason maior ou igual a 7. isso foi possivel porque todos os participantes do PCPT
assinaram um Termo de Consentimento em que estava prevista uma biopsia no final do
estudo (portanto apds 7 anos de seguimento) independentemente do PSA ou do toque retal.
Naqueles cujo PSA era de 0,5 ng/ml a prevaléncia de CaP foi de 6,6%, nos com PSA entre
0,6 e 1,0 ng/ml foi de 10,1%, nos com PSA entre 2,1 ¢ 3,0 ng/ml foi de 17%, e nos com

PSA entre 3,1 e 4,0 ng/ml foi de 26,9 (35). Em Dissertagdo de Mestrado defendida no
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Programa de Pos-Graduagcdo em Medicina (Cirurgia) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul em 2002, Dini mostrou que de uma amostra de 3.056 pacientes que
procuraram o ambulatdrio do Servigo de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
em programa de rastreamento voluntario, 952 (31,15%) tinham indicagdo de biopsia de
prostata. A idade média desses pacientes era de 60,4 anos e no referido programa os
métodos de deteccdo precoce de suspeita de CaP eram o toque retal e o PSA. Nesse estudo
a prevaléncia geral no nosso Servico foi de 2,61%, porém a mesma chegou a 5,63% em
homens com mais de 70 anos (36).

Apesar da elevada prevaléncia e da elevada incidéncia da doenca, o nimero de
obitos continua menor que os por neoplasia de pulmao e os por neoplasia de célon. O
carater muitas vezes indolente do CaP justifica esse fato. A viruléncia do tumor prostatico ¢
muito variavel, indo de indolente a muito agressivo. De um modo geral prevalecem os
tumores indolentes. O tempo de duplicagdo do CaP em geral ¢ um dos mais lentos dentre os
tumores solidos que acometem seres humanos. Devido a esse amplo espectro de gravidade,
sdo utilizados varios parametros para avaliar o prognostico de cada caso, bem como a
importancia relativa da neoplasia em relacdo a vida do individuo. Alguns desses fatores
progndsticos sdo o estadio inicial, o grau de indiferenciagdo celular, conteido de DNA,
volume tumoral total, e o PSA. Estadios iniciais baixos (como T1la, onde hd menos de 5%
de acometimento em prostata operada por via transuretral ou transabdominal para
tratamento de HPB), baixo grau (tumores bem diferenciados), dipldides, de baixo volume
total, e com PSA baixo, geralmente t€ém progndstico melhor. A expressdo da Sar, como
veremos em detalhes mais adiante, podera ser no futuro mais um pardmetro progndstico.
Devido a variabilidade biologica quando se considera o potencial de agressividade do CaP

(viruléncia variavel), podemos dizer genericamente que ha dois grupos de pacientes pouco
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influenciados por qualquer modalidade de tratamento que seja adotada. Os grupos aos quais
me refiro sdo, num extremo, o de muito baixo potencial biolodgico, ou seja, formado por
aqueles em que o tratamento ndo alterara a expectativa nem a qualidade de vida, e na outra
ponta o de alta agressividade, isto é, aquele formado por pacientes que responderdo mal
independentemente do tratamento empregado. Contudo, entre esses dois extremos ha um
grande grupo intermediario que sofre capital influéncia a terapéutica, alterando o desfecho
esperado pela historia natural da doenga sem tratamento. Destaco esse fato através do dado
de que até a década de 1980 a maior parte dos pacientes com CaP j4 apresentavam doenca
avancada no momento do diagnoéstico (previamente ao advento da determinacdo do PSA
sérico). Todavia, hoje em funcdo da melhora da propedéutica, fundamentalmente obtida
gracas ao PSA e também a bidpsia transretal guiada por ultra-sonografia, tem-se
diagnosticado mais precocemente a doenca, num momento em que a terapéutica possibilita
maiores chances de cura. O diagnostico precoce de neoplasias com consideravel potencial
biologico € o que esta alterando a historia natural do CaP (32). Fatores de risco tem sido
apontados para o desenvolvimento. A prevengdo primaria com o controle desses fatores
pode alterar as chances do individuo apresentar tal patologia ndo obstante o principal fator
permaneca imutdvel: a idade. Outros fatores s@o a historia familiar em parentes de primeiro
grau, afro-americanos (controverso), e aumento da ingestdo de gorduras. O gene
responsavel pelo desenvolvimento do CaP familiar estd no cromossomo 1. Outros genes
foram identificados nos cromossomos 8p, 10q, 13q, 16q, 17b e 18q. Embora todos
tenhamos proto-oncogenes, parte da sua ag¢do ¢ neutralizada por genes protetores
(supressores). Esses genes sdo responsaveis pela promocao da apoptose de células
defeituosas. Esse mecanismo ¢ o principal fator protetor de uma transformacao neoplasica

descontrolada e universal. O CaP surge porque multiplas divisdes celulares sdo
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acompanhadas, com o passar do tempo, por fragmentacdes cromossdmicas que alteram o
material genético, permitindo que células defeituosas sobrevivam a apoptose e
multipliquem-se sem controle. Isso explica dois dos fatores de risco: a historia familiar
(fator genético hereditario) e o envelhecimento (a medida que a idade vai aumentando,
acumulam-se os defeitos genéticos adquiridos ao longo da vida). Quanto aos fatores
dietéticos, alguns estudos tém indicado que o risco aumenta com a dieta rica em gorduras,
talvez pelo aumento da biodisponibilidade de androgenos ocorrida nesses casos. Fatores
protetores seriam dieta pobre em gorduras, e rica em vegetais como a soja € o tomate, as
fibras vegetais, o selénio, o betacaroteno, o zinco, a vitamina E, e o licopeno (32). A favor
da influéncia ambiental (dietética) estdo estudos que mostram que imigrantes orientais que
vivem nos EUA tém o risco de CaP aumentado em relagdo aos que ndo migraram. Outros
fatores, como o tabagismo, também tem sido correlacionados a neoplasia prostatica (1, 2,
32).

Interacdes entre o epitélio e o estroma prostatico, pela acdo de substancias com
efeito paracrino como o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas, parecem modular o
desenvolvimento, a diferenciagdo e a metastatizagdo. Noventa e cinco porcento das
neoplasias de prostata sdo do tipo adenocarcinoma. Os 5% restantes sdo representados
principalmente pelos carcinomas de células transicionais (segundo mais freqiiente),
carcinoma de pequenas células, carcinoma epidermdide, e pelos sarcomas (1, 37). A
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) € uma lesdo percursora do CaP invasivo. O PIN III
(alto grau) esta associado 80% das vezes a CaP sincronico. Setenta porcento dos
adenocarcinomas de prostata ocorrem na zona periférica (ZP), 10 a 20% na zona de
transicdo (ZT), e 5 a 10% na zona central (ZC). O grau de diferenciacdo ¢ dado pela

gradacdo de Gleason, cujo somatdrio de dos pontos representativos configura o escore de
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Gleason. O grau vai de 1 a 5. O escore, de 2 a 10, sendo o 2 mais diferenciado e menos
agressivos, € 0 10 menos diferenciado e mais agressivo (37). O padrao de progressao pode
ser local (extensdo extracapsular, invasdo de vesicula seminal), regional linfatico
(acometimento de linfonodos pélvicos), sist€émico hematologico (metastases Osseas ou para
qualquer outro 6rgdo ou tecido). O PSA ¢ uma proteina produzida normalmente pela célula
prostatica cuja funcao ¢ de dissolver o coagulo seminal. Habitualmente existe uma pequena
quantidade no sangue circulante (medido em alguns poucos ng/ml de sangue). A
quantidade sérica detectada aumenta quando a permeabilidade do tecido prostatico esta
alterada por um processo inflamatorio infeccioso, neopldsico ou inespecifico. O PSA
também aumenta em individuos portadores de HPB, sobretudo naqueles com glandulas
muito volumosas. No entanto, o aumento ocorrido nas prostatites € nas neoplasias em geral
¢ muito maior que na HPB. O PSA ¢ um importante instrumento para deteccao,
rastreamento, acompanhamento e seguimento pds-operatorio de pacientes com CaP. E
considerado um dos mais bem sucedidos marcadores tumorais conhecidos. A maioria dos
CaP sdo hormonio dependentes. Essa descoberta rendeu um prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia ao Dr. Huggins em 1966. A resposta do CaP metastatico a ablagdo hormonal
ocorre em cerca de 75% dos casos. No caso do bloqueio da testosterona ha estudos
randomizados como o Medical Research Council que mostraram melhora na sobrevida e
diminui¢cdo das complicagdes em individuos portadores de CaP metastatico tratado com
bloqueio androgénico. Apesar de toda essa associacdo dos androgenos a neoplasia de
prostata, esses hormonios ndo parecem ser agentes carcinogenéticos. Entretanto eles
claramente aceleram o crescimento da neoplasia quando ela ja existe. Além de Huggins, os
cientistas Stevens e Hodges, em meados do século XX, participaram da demonstracao de

que o metabolismo e a divisdo das células prostaticas estdo associados aos androgenos
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(testosterona e DHT) e a enzima Sar. O complexo DHT-receptor estimula a proliferacao de
células prostaticas. Outras pesquisas mostram também a influéncia de fatores autocrinos
(epiteliais), paracrinos (estromais), e endocrinos (Leydig). Conforme ja abordado, a
hormonioterapia ¢ eficaz em torno de 75% dos casos. As principais formas de manipulacao
hormonal utilizadas na pratica clinica s3o a orquiectomia (troncular ou subcapsular), a
estrogenioterapia, o emprego de analogos LHRH, os antiandrogénios (esterdides e nao-
esteroides), e os supressores adrenais. Inicialmente acreditava-se que os antiandrogénios
apresentavam falha depois de um tempo de uso em funcdo da falta de bloqueio adrenal, ja
que as unicas alternativas disponiveis no inicio da manipulagdo hormonal eram apenas a
orquiectomia ¢ o uso de estrogenos. Com o advento de novas drogas foi possivel a
realizagdo de um bloqueio total, também chamado de Bloqueio Androgénico Maximo
(BAM). No inicio o entusiasmo era tamanho que se comecou a fazer adrenalectomias
associadas a orquiectomia a fim de que se atingisse o BAM. Posteriormente estudos nao
demonstraram vantagens importantes em se bloquear totalmente os andrégenos,
contrariando a hipotese inicial. Sabe-se que 90% a 95% da testosterona € produzida nos
testiculos. Portanto 5% a 10% da producdo de testosterona ndo ¢ bloqueada pela
orquiectomia. Entdo o que explica o fato do bloqueio maximo nao ser significativamente
superior ao bloqueio parcial? Da mesma forma questiona-se também o porqué dos
antiandrogénicos bloqueadores de receptores de DHT e os inibidores da Sar funcionarem
menos que a orquiectomia de um modo geral. E sabido que o bloqueio dos receptores acaba
por elevar a quantidade de testosterona ¢ de DHT por um mecanismo que poderiamos
considerar como uma espécie de up-regulation. Como vimos ha muita coisa ainda a se
desvendar no instigante campo da pesquisa hormonal no CaP. Nos dedicaremos aqui

especificamente ao papel da Sar nas suas duas formas isoenzimaticas (1, 2, 32) .
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HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA, CANCER DE PROSTATA E 5-ALFA-

REDUTASE

Em 1999 Habib et al. (38) demonstraram certos fatores controladores da expressao
da Sar na prostata humana. Os autores basearam-se na hipdtese de que a medida que ocorre
a transformacdo da prostata normal em CaP metastatico, ha uma depleg¢do progressiva da
atividade da enzima em questdo. Também consideraram que a Sar II ¢ a mais afetada no
inicio da neoplasia. Para elucidar o mecanismo desse possivel down-regulation da atividade
enzimatica, os autores examinaram a interagdo entre os componentes epiteliais e estromais
da prostata. Foi estudada a hipodtese de auto-regulagdo paracrina da expressao mediada por
fatores derivados de fibroblastos do estroma prostatico, fatores esses atuantes na conversao
de T em DHT ocorrida no epitélio prostatico. Os autores basearam-se em estudos iniciais
publicados, por eles mesmos, cujos dados demonstraram significativas diferencas na
atividade enzimatica entre os tecidos acometidos por HPB e CaP, sendo a média de valores
do grupo com CaP marcadamente menor que a do grupo com HPB (p< 0,005). A medida
que o tumor se tornava mais indiferenciado diminuia a metabolizagdao da T catalisada pela
Sar. Os autores consideram entdo que a medida da atividade da enzima poderia ser util na
confirmacao histopatologica do grau do tumor, incrementando a classificagao de Gleason.
Outra consideragdo foi a de que a atividade da Soar poderia ser um marcador da
responsividade ao tratamento hormonal do CaP. Embora PSA e receptores androgénicos
estivessem presentes em metastases linfonodais € em metastases 0sseas osteoblasticas, nao
havia expressdo de atividade da Sor I e II nessas células que ultrapassaram a capsula

prostatica, embora isso nao tenha se confirmado em estudos com coldnias celulares
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derivadas de linfonodos acometidos por CaP em estudos subseqiientes. Outro fato
interessante ¢ que a suplementagdo de um meio celular primario com DHT falhou em
restaurar a atividade da Sar, demonstrando que a down-regulation da expressao da enzima
ndo estava ligada a privagdo hormonal, mas como um produto de um outro processo ainda
ndo completamente elucidado. Ademais, havia uma interacao entre estroma-epitélio através
de substancias produzidas pelos fibroblastos desse estroma que influenciam a células
secretoras desse epitélio por efeito paracrino (controle pardcrino da Sor nas células
epiteliais). Foi descoberto um fator derivado do estroma que aumenta a expressao da Sar 11
nas células do epitélio prostatico humano. Esse fator ¢ uma proteina com aproximadamente
10 KD cuja natureza ainda ndo esta completamente esclarecida, mas que pode ter um papel
de grande relevancia na transformacao oncogenética do epitélio prostatico (38).

A presenca da Sar I no epitélio prostatico (tecido glandular) e da Sar II no estroma
fibromuscular foi estuda por outros autores. Esse fato ¢ de extrema importancia para o
raciocinio que faremos a seguir. Mesmo que ja saibamos dessa distribuicdo das formas
isoenzimaticas nos tecidos prostaticos, ainda ha muitas davidas a cerca do significado da
Sar I no desenvolvimento celular prostatico. A funcdo dessa isoenzima nesse processo
também ainda estd indefinida. Em estudos em que foram avaliadas a expressao da Sor [ em
cultura de células de CaP humano DU145, através do método northern blot para RNAm
para Sar I e II, verificou-se que a expressao da Sar I foi significativamente elevada. Ja a Sar
II ndo teve alta expressdo nessa cultura. Foi escolhida uma cultura de adenocarcinoma de
prostata em células humanas DU145 devido ao alto nivel de formag¢do de DHT nesse tipo
especifico de cultura celular. Esse estudo demonstrou que ha uma expressao isolada Sor I
no CaP, ou seja, sem aumento da expressdo da Sar II, sendo que isso esta de acordo com

outros estudos como veremos adiante. Inibidores especificos da Sar I poderiam entio ser
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usados no tratamento da CaP. Além do mais, haveria utilidade desses inibidores em
tumores androgeno-resistentes, talvez abrindo caminho no tratamento das neoplasias com
escape hormonal ou nas indiferenciadas. De fato esses e outros estudos t€ém demonstrado
um papel relevante Sar I especialmente em clones androgeno-independentes. E tudo isso ¢
logico considerando que a Sar I estd no epitélio (a Sar Il no estroma), e que esta aumentada
no CaP (origem epitelial), ao contrario da Sar II que estd aumentada na HPB (origem
estromal) (9). Segundo Kaefer ef al. a inibi¢do isolada da  Sor II pode ndo ser uma
modalidade terapéutica ideal para o tratamento e prevencao do CaP, como de fato mais
adiante foi mostrado pelo ensaio clinico PCPT. Achados consistentes que a Sor II ndo esta
presente no epitélio prostatico acometido por neoplasia, mas sim a Sar I servem de base
para a utilizagdo de inibidores para ambas isoenzimas (9).

Em estudo publicado em 1998 por Negri-Cesi et al. (25), os autores avaliaram a
resposta de culturas celulares de CaP LNCAP (colonia de células oriundas de neoplasia de
prostata de metastases linfonodais) através da deteccdo dos metabolitos DHT, 3a-diois, 3p3-
didis a partir de "*C-T (testosterona marcada radioativamente com carbono 14), e também
avaliaram a presenga enzimatica por meio de imunohistoquimica com a utilizagdo de
anticorpos policlonais apenas para Sor I, e através de PCR-RT para Soar 1 e IL
Demonstraram que a Sar [ € expressa tanto nos linfonodos metastaticos de CaP quanto na
HPB, ao passo que a Sar II s6 ¢ expressa na HPB, ndo tendo atividade nas células
neoplasicas cultivadas de adenocarcinoma prostatico acometendo linfonodos. Confirmaram
também a baixa resposta da Sor I a finasterida e a alta sensibilidade da Sar II a essa droga.
Portanto parece que a neoplasia de prostata expressa exclusivamente a Sar I. Os presentes
achados sao consistentes aos obtidos com a linhagem de células androgeno-independentes

DU145, e numa preparagdo pura de células de epitélio prostatico humano. E bom lembrar
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que a Sar I praticamente s6 ocorre no epitélio, e por esse motivo ndo havia sido identificada
antes em estudos com apenas estroma fibromuscular. Por esse motivo € que nos linfonodos
com metatases de CaP ndo hd expressdo da Sar II, mas hd da Sar I, pois apenas células
neoplasicas prostaticas (origem epitelial) metastatizam para os linfonodos, sendo que a Sar
I ¢ derivada do epitélio, mas a Sar II ¢ derivada dos fibroblastos estromais (constatagoes
diferentes do estudo de Habib et al., que nao encontraram expressao de nenhuma das duas
isoenzimas). Como nas metatases s6 ha epitélio prostatico, s6 ha também a Sor I. HPB
expressa mais a Sar II justamente porque nessa doenca predomina o estroma (25, 38).
Também em 1999 os autores Iehlé et al. (10) publicaram um trabalho que abordava
as diferengas na expressdo isoenzimatica da Sar entre os tecidos prostaticos normais e
patologicos. Para isso os autores usaram a técnica da RT-PCR para RNAm (Northern blot).
Segundo o que foi demonstrado, a expressao da Sor I na prdstata normal ¢ menor que a da
Sar II. Entretanto a atividade de ambas aumenta na HPB quando comparadas com seus
pares normais. Mas ainda assim a atividade da Sor II continua proporcionalmente maior
que a Sar I quando comparadas numa prostata com HPB. No CaP a atividade da Sar I
segue aumentando, tanto quando comparada com a prostata normal quanto com a
acometida por HPB. Porém a atividade Sar II ndo se modifica em relagdo a prdstata normal
e inclusive reduz em relacdo a HPB (isso talvez explique o expressivo funcionamento da
finasterida na HPB mas ndo no CaP). Quando comparamos a atividade da Sar I com a da
Sar II no CaP verificamos que essa ¢ a Unica situagdo das trés apresentadas em que a
isoenzima I € mais ativa que a II. As conclusdes desse trabalho fortalecem a hipotese de
que o bloqueio de ambas poderia ter um papel mais relevante no CaP do que o bloqueio
isolado da tipo II. A obtengdo dos dados do estudo acima foi através de biopsia de

congelagdo de espécimes prostaticos advindos de cirurgia ou bidpsia realizadas para
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diagnosticar ou tratar CaP e HPB. Além do exame anatomo-patologico foi realizada a
hibridizagao in situ ¢ RT-PCR dos tecidos. A diferenca entre a expressao da isoenzima Sor
I foi significativamente maior no CaP que na prostata normal (p<0,05), mas a da Sar II ndo.
Outro dado interessante foi que a distribui¢do das isoenzimas dentro das zonas prostaticas
foi bastante semelhante (zona periférica, zona central e zona de transi¢do). Portanto, nao
parece haver diferenca de expressdao entre as diferentes zonas, embora haja diferencas em
relagcdo a doenga. Sumarizando: na HPB ocorre o aumento de ambas, mas mais pronunciada
da Sar II; no CaP ocorre o aumento significativo apenas da Sar 1. Pressupde-se que o papel
da Sar II seja mais relevante na HPB que o da Sar I, mas que no CaP a importancia relativa
de ambas seria semelhante. Outro fato instigante apontado na discussao do referido estudo ¢
que ocorre uma expressao da Sar I em metastases cerebrais de um CaP epitelial em uma
linhagem celular denominada DU145, implicando na presenca da isoenzima tipo I em
epitélio metastatico. Isso refor¢a os achados de Negri-Cesi et al. de que héd expressao em
metastases, mas difere dos de Habib ef al. que ndo encontrou expressao enzimatica em
metastase. No estudo de Iehlé et al. a isoenzima tipo I foi significativamente maior no CaP
que na prostata normal e que na HPB, mas a tipo II ndo foi maior no CaP que na prostata
normal ou que na HPB, refor¢ando as constatagdes da maior parte dos estudos
analisados(10, 25, 38).

Outro importante estudo, que merece especial destaque, foi o conduzido por
Bonkhoff et al. (11). Nesse trabalho os autores estudaram a diferenca de expressao da Sar
em tecido prostatico normal e nos com CaP através de anticorpos policlonais para as
proteinas Sar I ¢ Sar II (westhern blof). Os autores estudaram também a diferenca entre as
expressdes das duas isoenzimas no nucleo e no citoplasma. Em uma mesma prostata foi

analisada a area com neoplasia e sua vizinhanga sem neoplasia, verificando se haveria
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diferenca na atividade enzimatica e qual era o padrio de expressdo (nuclear ou
citoplasmatica). Os espécimes foram obtidos por prostatectomia radical para tratamento de
CaP (23 pacientes) e por ressec¢do transuretral de prostata (RTU-P) para tratamento de
HPB (10 pacientes), e RTU-P para tratamento paliativo de pacientes com CaP avangado e
orquiectomizados (30 pacientes). Foi utilizado um anticorpo policlonal direcionado contra
12 aminoacidos da Sor Il e outro anticorpo policlonal direcionado para a Sar 1. A
sensibilidade e especificidade desses anticorpos fora testada previamente com ELISA
(enzime-linked immunoabsorbent assays). A imunoreatividade nucleo-citoplasmatica foi
avaliada em microscopio Optico com aumento de 100 vezes. Foi correlacionado o grau
histologico (de benigno ao mais indiferenciado) com a imunoatividade. Os resultados
apresentados mostraram que havia uma ampla distribuicdo de ambas isoenzimas em toda a
préstata, tanto no estroma quanto no epitélio, bem como nos compartimentos benignos e
malignos de cada prostata analisada. No tecido normal e naquele acometido por HPB, a Sar
I estava predominantemente localizada no nucleo das células secretorias luminais. Ja na
membrana basal a captagdo foi menor, distintamente do que ocorrera com a Sar II, que
estava mais presente na membrana basal e cuja atividade citoplasmatica fora mais fraca
que a nuclear. Em geral a tipo I era mais abundante que a tipo II tanto no estroma quanto no
epitélio. Numa mesma regido que a utilizada para exame anatomo-patoldgico (tecido
circunjacente) foi observado, sucessivamente em varios espécimes diferentes, que havia
diferengas significativas nas expressdes isoenzimaticas em tecidos normais, com HPB, com
neoplasia intraepitelial de alto grau (PIN III) e com carcinomas. PIN III e CaP
apresentaram maior imunorreatividade que o tecido benigno ao redor. Também
considerando PIN III e CaP verificou-se que a Sar I aparecia mais abundantemente no

citoplasma, porém permanecia inalterada ou levemente aumentada no nucleo,
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especialmente em pacientes cujos tumores mais avancados foram tratados com
orquiectomia (ablagdo hormonal). Portanto CaP tem, segundo esse estudo, maior atividade
da Sar I que o tecido normal numa mesma prostata. Outras conclusdes referem-se a
localizag@o predominante da Sar II no citoplasma das células basais, enquanto que a Sar I é
igualmente expressa no nucleo e no citoplasma. A Sar I ¢ fortemente expressa na matrix
nuclear das células secretorias luminais, mas a Sar II ndo. Isso pode indicar que o processo
de formacdo da DHT no epitélio prostatico acometido por CaP ¢ mediado
predominantemente pela Sar I. Outra discussdo gerada pelo estudo em questdo ¢ que a
distribuicao das isoenzimas no CaP leva a crer que os androgenos continuam envolvidos no
controle do crescimento tumoral mesmo nos tumores de alto grau ou mesmo naqueles
clinicamente resistentes a ablacdo androgénica. Até mesmo haveria um aumento da
atividade da Sor na neoplasia comparada ao tecido benigno circunjacente. Esse dado
contrasta com a de outros estudos vistos acima. Contudo essas diferencas podem ser
devidas a interferéncia da atividade enzimatica estromal nas andlises bioquimicas e
imunohistoquimicas realizadas. Ademais, a diferenga na localizagao subcelular das formas
isoenzimaticas da Sar para a formagao de DHT bem como para vias de desativacdo tem
significado ainda desconhecido. Embora células tumorais com diferenciagdo endocrina
percam receptores nucleares nos casos de CaP primario ou recidivante, as células
neopldsicas mantém a via de producao de DHT pela Sar mesmo em tumores de alto grau e
horménio-refratarios. E importante também considerar que a Sar I é essencial para o
desenvolvimento da glandula prostatica, conforme ja tem sido extensamente demonstrado
na literatura. Negar isso seria negar o efeito ja clinicamente demonstrado em estudos de

fase III com o uso de inibidores seletivos da Sar II (finasterida) no tratamento da HPB. A
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davida que agora ocorre refere-se ao papel de cada uma das duas principais isoenzimas no
CaP (11).

Bjelfman et al.(18) em estudo utilizando 50 amostras obtidas através de ultra-
sonografias transretais com bidpsia de prostata realizadas em 31 pacientes avaliaram a
expressao da enzima Sar. A maior parte dos fragmentos de prostata biopsiados em cada
paciente foram para exame anatomo-patoldgico (AP) sendo fixados em formalina, mas
também foram coletados fragmentos vizinhos a area destinada ao AP que imediatamente
foram congelados em nitrogénio liquido (-20°C) e armazenados em freezer a -80°C para
posterior avaliagdo da expressdo enzimatica. A expressdo enzimatica no tecido congelado,
portanto, referia-se ao AP da area circunjacente fixada em formalina (bidpsias paralelas
para Sar e AP). A atividade da Sar foi avaliada através de RT-PCR exclusivamente para
Sar IT (ndo foi avaliada a Sar I). A expressao da Sar II foi significativamente menor no CaP
que no tecido sem neoplasia, provavelmente pela relativa perda de tecido estromal. Como a
Sar I ndo foi avaliada, ndo foi estudada a parte epitelial (mais abundante no CaP) (18).

Thomas et al. (39) se valeram de varios métodos para avaliar a Sar em CaP ¢ HPB.
Em uma amostra de 26 casos de HPB (obtidos por RTU-P) ¢ 53 de CaP (obtidos por
prostatectomia radical) os autores utilizaram anticorpos policlonais para avaliar
imunohistoquimicamente a Sar I. Da mesma forma, usaram anticorpos policlonais para a
Sar II em outros 29 casos de HPB (também obtidos por RTU-P) e em 37 casos de CaP
(prostatectomia radical). Avaliaram a expressdo enzimatica também através da DHT
formada a partir de '*C-T em homogeneizados prostaticos colocados em placa de
cromatografia analisados por auto-radiografia. Nenhum caso de HPB demonstrou alta
intensidade para Sar I epitelial, 15 casos de CaP mostraram alta expressdao de Sar I epitelial,

e ndo houve casos de HPB com atividade estromal para Sar I, mas houve alguma expressao

48



epitelial da Sar I no epitélio. Pode-se dizer que a expressdao da Sor I pode variar de
nenhuma até maxima atividade em CaP, mas na HPB a atividade tende a ser mais mediana
e relativamente mais constante (sem altas expressdes, mas geralmente com pelo menos

alguma expressao, ainda que apenas epitelial) (39).
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INIBIDORES DA 50R

Os inibidores da Sar reduzem o tamanho da prostata em 20% a 30% por indugdo de
apoptose manifestada histologicamente por atrofia ductal, diminui¢do do niumero de vasos
sangiiineos e reducdo do Fator Vascular Derivado do Endotélio. Justamente devido a essa
diminuicdo da vascularizacdo prostatica, a finasterida tem sido usada para tratar hemattria
com origem nessa glandula. Muito embora esse 4-azasteréide também reduza
significativamente o volume da prostata, sobretudo do componente estromal, € possivel que
a pequena quantidade de Sar I hepatica contribua para a manuten¢do de um certo grau de
aumento da glandula em pacientes tratando HPB com inibidores seletivos para a Sar II.
Portanto € possivel que novos inibidores nao seletivos da Sar, como a dutasterida, venham
a demonstrar um maior grau de diminuicao prostatica. Inibidores da Sar II chegam a causar
uma reducao de 70% a 80% da DHT sérica. Os 20% restantes advém da conversdao da T em
DHT promovida pela nao bloqueada Sor I (15).

O PCPT, ensaio clinico randomizado citado na parte geral sobre CaP, consiste em
um estudo em que 18.882 pacientes foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos para
uso de 5 mg de finasterida ou de placebo. O estudo era duplo-cego, sendo que o fator em
estudo era a finasterida. A hipdtese conceitual era de que o inibidor seletivo da Sar II seria
capaz de prevenir a ocorréncia de CaP. O desfecho primario seria o diagnostico de CaP em
bidpsia transretal de prostata. Esse ensaio foi desenhado para sete anos de seguimento, e
todos os pacientes deveriam ser submetidos a uma bidpsia de prostata ao final do estudo,
independentemente do PSA ou de toque retal alterado. O PSA inicial deveria ser menor ou
igual a 3,0 ng/ml. Dos 9.060 pacientes seguidos, 4.368 pertenciam ao grupo finasterida, ao

passo que 4692 pertenciam ao grupo placebo. CaP ocorreu em 803 dos 4.368 paciente
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usando finasterida (18,4%), e em 1147 dos 4692 usando placebo (24,4%). Entretanto o
escore de Gleason maior ou igual a 7 (de 7 a 10) foi mais comum no grupo finasterida
(37%) que no grupo placebo (22,2%). As conclusdes foram que a finasterida preveniu a
ocorréncia de CaP e também melhorou os sintomas de HPB concomitante (ambos
estatisticamente significativos), porém o risco de desenvolver CaP de alto grau bem como
maior diminui¢do da libido e maior incidéncia de outros parefeitos sexuais (todos
estatisticamente significativos) também foi maior no grupo finasterida (34).

A finasterida induz apoptose nas células produtoras de PSA, reduzindo sua
concentracgao sérica. Contudo isso ndo influencia na deteccdo do CaP, pois basta mutiplicar
por dois 0 PSA sérico nos usudrios de finasterida (31). Estudo de Andriole et al. (grupo do
PLESS) com 3.040 pacientes mostrou que o PSA est4 preservado na deteccdo de CaP nos
pacientes tratados com finasterida (40). Oesterling ef al. demonstrou que em dois ensaios
clinicos paralelos, duplo-cegos, em homens apenas com HPB e em homens com HPB e
CaP que usaram placebo ou finasterida, a diminuicdo do PSA com a utiliza¢do do inibidor
da Sar II foi a mesma para os com apenas HPB e para os com CaP associado (redugdo de
50%). Portanto, mais uma vez, basta dobrar o PSA para manter seu valor na detec¢do do
CaP (41).

Em relagdo ao estudo clinico dos inibidores nao-seletivos da Sar, ou seja, que
inibem tanto a Sar I quanto a Sor II, estdo em curso ensaios randomizados utilizando a
dutasterida, pois € possivel que essa droga seja mais util na quimioprevengao do CaP (12).
Neste momento esta sendo conduzido um trabalho desse tipo (Reduce trial,estudo de fase
IIT). Entretanto em um outro ensaio clinico randomizado, multicéntrico, duplo-cego,
placebo-controlado, 46 pacientes com prostatectomia radical agendada para tratar

adenocarcinoma de prostata com escore de Gleason menor ou igual a 7 e em estadio T1-T2,

51



foram designados para receber placebo ou a medicagdo do estudo. Aleatoriamente esses 46
pacientes foram divididos em dois grupos, sendo que 24 receberam placebo (83% desses
foram submetidos de fato a cirurgia previamente programada) e 22 receberam 10 mg de
dutasterida (91% desses foram a cirurgia). Apds sete dias de uso diario de 10 mg da droga
do estudo ou de placebo, os pacientes passaram entdo a receber apenas 5 mg por cinco a
dez semanas até a data da cirurgia. A analise das pecas cirurgicas revelou que a dutasterida
alterou a citoarquitetura principalmente no epitélio benigno, e que as alteragdes involutivas
foram maiores na zona periférica da prostata. No entanto todas as pecas apresentaram CaP
estadio pT2 ou pT3, mas os pacientes tratados com dutasterida apresentaram menor volume
tumoral. As conclusdes foram que a dutasterida induz substanciais alteragdes
histopatoldgicas tanto no tecido benigno quanto no maligno. Esse estudo serve de base para

estudos de quimioprevencao (42).
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OBJETIVO

Desenvolver uma técnica para avaliagdo da expressao das isoenzimas Sar I e I em

tecido prostatico humano.

JUSTIFICATIVA

Permitir o desenvolvimento de uma linha de pesquisa sobre o papel das isoenzimas

Sar I e I em tecido prostatico.
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ADAPTACAO DE UMA TECNICA PARA A AVALIACAO DA
ATIVIDADE DAS ISOENZIMAS 5-ALFA-REDUTASE 1 E I EM
TECIDO PROSTATICO

EMANUEL BURCK DOS SANTOS, WALTER JOSE KOFF, OSMAR LUIZ
MAGALHAES DE OLIVEIRA, FRANCINE MURARO, RODRIGO WEY RODRIGUES,
VERA MARIA TREIS TRINDADE

Programa de Pos-Graduagdao em Medicina: Cirurgia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Programa de Pos-Gradua¢do em Medicina: Clinica Médica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Servigo de Urologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul

RESUMO

Objetivos: adaptar um método para avaliagdo da expressao das isoenzimas S-alfa-
redutase tipo I e tipo II, em tecido prostidtico humano para utilizagdo em estudos que
correlacionem a expressdo enzimatica com cancer de prostata.

Material e Métodos: nds adaptamos um método, de acordo com Thomas et al. (1), e
conforme estudo piloto desenvolvido por Oliveira (2). Para isso coletamos amostras através
de bidpsia de prostata. De uma mesma regido da prostata foram coletadas duas amostras,
sendo que uma foi enviada para exame anatomo-patologico e a outra para avaliagdo da
atividade da 5-alfa-redutase. A atividade da enzima foi medida apos a separagdo da mesma
em placa de cromatografia onde havia ocorrido a migracdo de DHT. Essa fora formada a
partir de 14C-testosterona com a participagdo do co-fator NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato). A emissdo de radiacao foi detectada por auto-radiografia e as areas
identificadas como testosterona e DHT foram raspadas e contadas em liquido de cintilagao.

Resultados: conseguimos demonstrar a expressao de ambas isoenzimas no tecido

prostatico.

60



Conclusdes: Sugerimos aqui a adaptagdo e implementacdo de um método
bioquimico para avaliagdo da expressdo das isoenzimas 5 a-redutase tipo I e II em tecido

prostatico humano.

Palavras Chaves: prostata; neoplasia prostatica; androgenos; Salfa-redutase

INTRODUCAO

A relacdo entre os andrégenos e o cancer de prostata ndo estd completamente
definida. A Diidrotestosterona (DHT) ¢ o andrégeno mais potente na prostata. A DHT ¢ o
resultado de uma reacao irreversivel que ocorre no citoplasma da célula prostatica, onde a
testosterona (T) é metabolizada pela agdo catalisadora da enzima 5-alfa-redutase (Sar) com
a presenga do co-fator NADPH. Tanto a T quanto a DHT atuam sobre o mesmo receptor
androgénico (AR), sendo que a DHT tem maior afinidade pelo AR. A interacdo entre esse
hormoénio e o receptor nuclear desencadeia o processo de transcri¢do que ¢ traduzido em
proteinas que atuam nas células-alvo (3-5). A importancia da DHT e o papel da Sar foi bem
estudado no pseudohermafroditismo masculino por deficiéncia dessa enzima. Na verdade,
existem duas formas isoenzimaticas da Sar: a tipo I (Sar I), presente na pele, no figado, e no
epitélio prostatico, e a tipo II (Sar II), presente abundantemente no estroma e, em menor
quantidade, no epitélio prostatico (6-8). No pseudohermafroditismo masculino ocorre uma
mutagdo apenas no gene responsavel pela producao da Sar II (gene SRDAS2) presente no
braco curto do cromossomo 2 (banda p23). Essa deficiéncia leva a chamada hipospadia
perineoescrotal pseudovaginal. Nessa sindrome genética ocorre desenvolvimento dos
orgaos masculinos internos, sem que, entretanto, ocorra desenvolvimento da préstata ou dos
genitais externos com fenotipo masculino. Ademais esses paciente nao desenvolvem
hiperplasia prostatica benigna (HPB), cancer de prostata (CaP) ou alopecia androgénica (6,
9, 10). Baseado nisso ¢ também em estudos em que a administracdo de DHT em caes
provocava HPB, foram realizados ensaios clinicos randomizados em que um inibidor
seletivo para a Sor II (finasterida) reduziu o tamanho da prostata em aproximadamente

25%, além de ter alterado a histoéria natural da HPB em prostatas volumosas, melhorando
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escore de sintomas, fluxo urinario, e diminuindo as chances de retengdo urinaria aguda e de
tratamento cirurgico para HPB (11, 12). Devido ao sucesso com o uso dessa medicacao
nessa patologia, aventou-se a possibilidade de utilizar a finasterida com intuito de prevenir
CaP. Para tanto foi desenhado e conduzido o Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT)
(13). A finasterida nesse estudo pareceu prevenir a ocorréncia de CaP, todavia aumentou a
chance de CaP de alto grau. Aventa-se a hipotese de talvez a Sar I necessite ser também
bloqueada para que de fato a estratégia de quimioprevencao do CaP seja bem sucedida. Em
estudos pré-clinicos, foi demonstrado por métodos imunohistoquimicos que ¢ a expressao
da Sar I que estd aumentada no CaP, e ndo a da Sor II. Na verdade a isoenzima II teria uma
expressao até menor que na prostata normal, j4 que o componente estromal estaria mais
preservado. J4 na HPB a Sar II teria a expressdo aumentada, explicando porque os
bloqueadores dessa isoenzima tem uma agao tao marcada (14). Como a Sar I predomina no
epitélio alterado pelo adenocarcinoma de prostata, mas a Sar I estd aumentada apenas no
estroma, foi demonstrado em alguns estudos que apenas a Sar I € expressa em metastases
linfonodais de CaP (1, 8, 14-18). Todavia ha um trabalho que demonstra através de RT-
PCR para o DNA dos genes que codificam as enzimas Sar I e II (andlise tipo Southern blot)
que ha expressao dos genes de ambas isoenzimas em metastases de cancer de prostata (19).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre e na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul adaptamos um método de avaliacdo da expressdo da enzima Sar I e II em tecido

prostatico obtido por bidpsia transretal de prostata.

MATERIAL & METODOS

Pacientes e amostras:

Pacientes submetidos a ultra-sonografia transretal com bidpsia de prostata
devido a suspeita de neoplasia maligna de prostata (nddulos duros ao toque retal, ou PSA
elevado) tiveram suas prostatas analisadas por exame anatomo-patologico e para a
atividade das enzimas Sar I e II, conforme demonstrado por Thomas et al. (1). O estudo foi
aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Graduagdo e pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As amostras fixadas em formalina foram

encaminhadas para exame anatomo-patologico (AP), e uma pequena amostra foi congelada
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imediatamente em nitrogénio liquido a -20°C e armazenada em freezer a -80°C para

posterior avaliacao da atividade da Sar.

Ensaio da 5or

O tecido prostatico congelado foi descongelado e homogeneizado em
homogeneizador Polytron PT 1200 CL (fabricado por Kinematica). No homogeneizado de
tecido prostatico nds adicionariamos um tampao Tris-Citrato 0,3M para pH 5,0 (Sar II) e
para pH 7,0 (5or I). Testosterona marcada ("*C-T) 1,4 uM (2,1 GBq/mmol, Amersham
Biosciences) seria adicionada com 0,5mM de co-fator NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato, Sigma), com um volume final de 500 pl. A "“C-T adicionada a
solucdo reagiria com a 5 o-redutase do homogeneizado de tecido prostatico, formando
entdo diidrotestosterona marcada ("*C-DHT). A solugdo seria incubada a 37°C por 0, 20, 30
e 60 minutos para que essa reagdo ocorresse na temperatura equivalente a intracorporea.
Apos, a reagdo seria interrompida pela adicdo de acetato de etila gelado. A solucdo seria
agitada por 5 minutos (para misturar) e logo apos seria centrifugada por igual periodo (para
separar o acetato de etila com os esterdides do residuo aquoso, sendo que os residuos
esterdides, lipofilicos) ficariam sobre a 4gua. Nessa solugdo ja haveria, portanto, '*C-DHT
formada a partir da "*C-T pela a¢iio da enzima 5 a-redutase. O pH controlado pela adigdo
do tampao diferenciava a acdo das isoenzimas tipo I e II no homogeneizado. A fase
organica seria entdo separada e evaporada sob nitrogénio (acetato de etila tem alta
volatilidade), e os residuos seriam novamente dissolvidos em acetato de etila (mas em
pequena quantidade, apenas suficiente para transferir do tubo de ensaio para a placa de
cromatografia). Depois da aplicagdo em placa de cromatografia (Kieselgel 60 F254,
Merck), essas seriam migradas em acetato de etila:benzeno (2:1), separando-se entdo a '*C-
DHT da "*C-T. Os pontos radioativos seriam detectados por auto-radiografia, como de fato
foram em nosso estudo piloto, e as areas associadas com testosterona e seu metabolito, e
DHT, seriam raspadas para dentro de frascos com POP-POPOP. Sabemos que ¢ '*C-DHT
porque Oliveira (2) migrou também uma DHT padrdo que formou uma banda na mesma
posicdo da '*C-DHT por nés obtida a partir da '*C-T em um estudo piloto. Os frascos com

material radioativos seriam contados em liquido de cintilagdo, e a atividade da 5 a-redutase
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seria calculada e expressa em picomoles de diidrotestosterona formada por 1 mg de

proteina durante 1 minuto (pmol DHT/mg protein/min) (17, 20-25)

RESULTADOS

As amostras de prostata obtidas e processadas através do método em questdo
revelaram a expressao de bandas correspondentes a testosterona, 3 DHT e aos didis e triois.
Através de padrao de DHT verificamos a posi¢ao da mesma na auto-radiografia (figura 1) e
entdo fizemos a contagem em camara de cintilagcdo através de raspagem das respectivas
bandas na placa de cromatografia. As contagens obtidas no estudo piloto (figura 1) sdo de

0,03 e 0,065 picomoles DHT/mg de proteina/min para pH 5 e pH 7, respectivamente.

DHT

C R C R
pH 5,0 pH 7,0
Figura 1. Auto-radiografia da placa de cromatografia em que a analise dos extratos
lipidicos do sistema enzimatico 5a-R2 foi realizada (R) em pH 5,0 e em pH 7,0 com 100

ng of proteina (bidpsia prostatica), incubada por 60 minutos, na presenca de NADPH.
Controles incubados sem NAPDH (C).
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DISCUSSAO

A avaliagdo das isoenzimas Sar I e II poderia ter sido realizada através de diferentes
métodos. A escolha de um levou em consideragdo a factibilidade do mesmo, bem como o
custo e a utilidade em pesquisas futuras. Todos os demais métodos disponiveis previam a
importagao de anticorpos ou de sondas de DNA ou de RNA. A fim de que diferencidssemos
a Sor I da Sar II, variamos o pH do homogenizado com um tampao Tris-Citrato. Thomas et
al. validaram um novo anticorpo para Sar I. Para a validacdo os referidos pesquisadores
comparam os achados imunohistoquimicos com a atividade da enzima pela formacao de
"C-DHT a partir de "*C-Testosterona. A DHT que migrava na placa de cromatografia e
cuja localizagdo era feita a partir de uma auto-radiografia, indicava a atividade da enzima
em pH 8,0 (para Sar I) e em pH 5,6 (para Sar II). Os achados do desse estudo, bem como o
método empregado, foram muito semelhantes aos nossos (1).

A adaptacdo de um método para a avaliagao da expressao das isoenzimas Sor I e 11
em nosso meio, abre espago para inumeros estudos relacionados aos mecanismos
hormonais das neoplasias de prostata. Também podera ser utilizado em estudos com
inibidores da Sar, para estudos sobre progndstico, entre outros.

Depois de pronto e ajustado, como estamos aqui apresentando, o método em
questdo ¢ relativamente barato, e ndo prevé a importacao de anticorpos ou sondas de acidos
nucléicos, embora exista a necessidade da aquisicdo de testosterona marcada
radiotivamente, bem como de co-fator NADPH. Mas a tecnologia j& incorporada, como o
homogeneizador ¢ o padrao de DHT, pode ser permanentemente utilizada em estudos
vindouros. No presente estudo ndo mostramos ainda o resultado do exame anatomo-
patolégico porque estamos ainda elaborando um outro trabalho em que compararemos a
atividade enzimatica com a com as alteracdes histopatoldgicas.

A partir do presente estudo passaremos entdo a conduzir outro em que avaliaremos a
expressao enzimatica das Sor I e II em tecido prostatico obtido de espécimes de
prostatectomia radical em pacientes com cancer de préstata. Simultaneamente estamos
realizando um outro estudo comparativo entre biopsias obtidas por ultra-sonografia
transretal em pacientes com e sem diagndstico de cancer de prostata. Nossa idé€ia a partir de

agora ¢ de avaliar a expressdo das duas isoenzimas em cancer de prostata, em hiperplasia
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prostatica benigna. Futuramente poderemos avaliar também a expressdo enzimdtica na
presenca de bloqueio androgénico central ou periférico. Ademais pretendemos
correlacionar com a viruléncia e com o grau do tumor, e ainda correlacionar a mesma com
o PSA. Em um estudo que avaliou as isoenzimas tipo I e II em linfonodos com metastases
de cancer de prostata, em que o método utilizado foi RT-PCR para o DNA do gene de
ambas isoenzimas (Southern blot), a DHT foi o principal indutor de aumento do PSA (19).
Entretanto, ndo encontrei na literatura nenhuma correlagdo entre o PSA e a expressdo da
enzima Sar utilizando migracdo em placa de cromatografia, auto-radiografia e cAmaras de
cintilagdo. Portanto vemos a possibilidade de estudarmos também esses aspectos a partir do
que desenvolvemos até entdo. Planejamos também avaliar a expressio da enzima em
metastases linfonodais utilizando o método por nos desenvolvido. Mais adiante poderemos
também comparar, a semelhanca do que fez Thomas et al. (1), nossos achados com outros
obtidos por imunohistoquimica para ver se sdo superponiveis. No momento ndo fizemos a
referida comparagao por limitagdes orgamentarias.

Acreditamos que esses estudos sejam apenas um inicio de uma nova e proficua linha

de pesquisa que estamos desenvolvendo a partir do presente trabalho.

CONCLUSOES
Sugerimos aqui a adaptagdo e implementagdo de um método bioquimico para

avaliacdo da expressao das isoenzimas 5 a-redutase tipo I e II em tecido prostatico humano.
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ABSTRACT

Objectives: we are proposing the adaptation of a method for the assessment of the
activity of types 1 and 2 5-alpha-reductases isoenzymes in human prostate tissue to be used
in studies of the relationship of enzymatic activity and cancer.

Material and Methods: we have been developing a method, based on Thomas et al.
(1) , which consists on collect human prostate samples and performer 5-alpha-reductase
activity assessment. We are proposing a method where we would use samples obtained by
prostate biopsies, according to a pilot study developed by Oliveira et al. (2). We have
collected two samples of the same region of prostate, and our idea is sending one of these
samples for pathological examination and another for 5-alpha-reductase evaluation. We will
do that through a thin layer chromatography with '*C-testosterone and NADPH

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) cofactor. Radioactive spots were detected by
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autoradiography and the areas associated with testosterone and its metabolite DHT
(dihydrotestosterone) were scrapped and counted with a scintillation chamber.

Results: we think that it is possible to demonstrate the activity of 5-alpha-reductase
through the adaptation of this biochemistry method.

Conclusions: this method is feasible and can be utilized to assess types 1 and 2 5-

alpha-reductase activity in prostate tissue samples.

Key Words: prostate; prostate neoplasms; androgens; Sa-reductase
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INTRODUCTION

The relation between the androgens and the cancer of prostate is not completely
established. The dihydrotestosterone (DHT) is the most powerful androgen in the prostate.
The DHT is the result of an irreversible reaction that occurs in the cytoplasm of the prostate
cell, where the testosterone (T) is metabolized by the catalytic action of the enzyme 5-alpha-
reductase with the presence of cofactor NADPH. T and DHT act on the same androgenic
receptor (AR), being that DHT has greater affinity for AR. The interaction of this hormone
with the nuclear receptor triggers the transcription process that is translated to proteins that
act in the cell-target (3-5). The importance of the DHT and the paper of 5-alpha-reductase
were studied in the masculine pseudohermaphroditism for deficiency of this enzyme.
Actually, two isoenzymatics forms of 5-alpha-reductase exist: type 1, present in the skin, in
the liver, and in the prostate epithelium, and type 2, present abundantly in stroma and, in a
smaller amount, in the prostate epithelium (6-8). In the masculine pseudohermaphroditism
there is a mutation only in the responsible gene for the production of 5-alpha-reductase 2
(gene SRDAS2) present in the short arm of chromosome 2 (band p23). This deficiency is
called pseudovaginal perineoescrotal hipospadia. In this genetic syndrome, the development
of the internal male structures occurs, however without the development of the prostate or
genital external with male phenotype. In addiction, this patient does not develop benign
prostate hyperplasia (BPH), prostate cancer or androgenic alopecia (6, 9, 10). Based on this
and also on studies where the administration of DHT in dogs provoked BPH, randomized
clinical trials had been performed, where a selective inhibitor to 5-alpha-reductase 2
(finasteride) reduced the size of the prostate in approximately 25%. Besides that, finasteride,
according to these trials, has modified the natural history of the BPH in voluminous

prostates, improving International Prostatic Score Symptoms, urinary flow, and diminishing
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the possibilities of acute urinary retention and surgical treatment for BPH (11, 12). Due to
the success of the use of this medication in this pathology, the possibility of using finasteride
to prevent prostate cancer was considered. To solve this question the Prostate Cancer
Prevention Trial (PCPT) was designed and performed (13). Although finasteride has
prevented the occurrence of prostate cancer in this study, the group that received the
treatment with this drug has increased the possibility of prostate cancer of high grade.
Hypothetically, perhaps 5-alpha-reductase type 1 also needs to be blocked to improve the
chemoprevention strategy in prostate cancer. In preclinical studies it was demonstrated by
immunohistochemical methods that it is the expression of 5-alpha-reductase type 1 that is
increased in prostate cancer, and not the one of 5-alpha-reductase type 2. Actually, the
isoenzyme type 2 could have minor expression than in the normal prostate, since the stromal
component would be less preserved in cancer. In the BPH the 5-alpha-reductase type 2
would have the increased expression, explaining why the inhibitors of this isoenzyme
(finasteride) has such a remarkable action in this disease (14). As 5-alpha-reductase type 1
predominates in the epithelium modified by the adenocarcinome of prostate, but 5-alpha-
reductase type 2 is increased only in strome, some studies have demonstrated that only 5-
alpha-reductase type 1 is expressed in lymphatic node metastasis of prostate cancer (1, 8,
14-18). However there is a study that demonstrates, through DNA amplification, using the
Reversal Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and detected by probes
(Southern blot), that there is an expression of the genes of both isoenzymes in metastasis of
prostate cancer (19). In the Clinicas Hospital of Porto Alegre and in the Federal University
of Rio Grande do Sul we adapted an evaluation method of the 5-alpha-reductase types 1 and

2 isoenzymes in human prostate tissue. In the present study we are showing the
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development of an assessment method for evaluation of both isoenzymes in prostate tissue

obtained from transrectal prostate biopsies.

MATERIAL & METHODS
Patient and samples:

Patients submitted to transrectal ultra-sound prostate biopsies due to suspicious of
malignancy (hard nodules on digital rectal examination, or PSA alterations) had their
prostates analyzed by pathological examination. We have collected samples to perform an
adaptation of a method similar to the method demonstrated by Thomas et al. (1) to evaluate
types 1 and 2 5-alpha-reductase activities. Nevertheless, in our study, we have been using
human prostate obtained from biopsies. The study was approved by the Committee of Ethics
in Research of the Clinicas Hospital of Porto Alegre. Samples had been put in formaline
before pathological examination, but one sample had been immediately frozen in liquid
nitrogen at -20°C and stored in freezer at -80°C for late evaluation of the 5-alpha-reductase

activities.

S-alpha-reductase Assay

The frozen prostate tissue would be defrosted and homogenized with Polytron PT
1200 CL (manufactured for Kinematica). In the prostate homogenized tissue we could add
0.3M Tris-Citrate for pH 5.0 (to 5-alpha-reductase type 2) and for pH 7.0 (to 5-alpha-
reductase type 1). Radioactive testosterone (‘*C-T) 1.4 uM (2.1 GBq /mmol, Amersham
Biosciences) would be added and then we would add 0.5mM NADPH (nicotinamide

dinucleotide adenine phosphate) (Sigma), cofactor, with a final volume of 500ul. The Me-r
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added to the solution should react with the 5-alpha-reductase of the homogenized tissue,
forming radioactive dihydrotestosterone ('*C-DHT). The solution would be incubating
(37°C) for zero, twenty, third, and sixty minutes so that this reaction would occur in
intracorporeal equivalent temperature. After that, the reaction would be interrupted by the
addition of frozen ethyl acetate. The solution would be agitated for 5 minutes and, soon
after, would be centrifuged by an equal period (to separate ethyl acetate with the steroids
from the watery residue). In this solution '*C-DHT would be formed from the '*C-T by the
action of 5-alpha-reductase. The pH should be controlled by the addition of Tris-Citrate to
differentiate the action of isoenzymes type 1 and 2. The organic phase will be separated and
evaporated under nitrogen (ethyl acetate has high volatileness), and the residues would be
dissolved in ethyl acetate again (but in a small amount, only enough to transfer them from
the assay to the chromatography plate). After the application in the chromatography plate
(Kieselgel 60 F254, Merck), these residues will be migrated in ethyl acetate: benzene (2:1),
separating '*C-DHT from the '*C-T. The radioactive points would be detected by
autoradiography, and the areas corresponding to testosterone and its metabolite, '*C-DHT,
would be scraped and put inside of vials with POP-POPOP. We can tell that it is '*C-DHT
because we also have a standard DHT that formed a band in the same position of the '“C-
DHT obtained from the '*C-T by Oliveira (2). The radioactive vials with material should
be evaluated in a scintillation liquid counter, and enzymatic activity expressed as picomoles
of dihydrotestosterone formed by 1 mg of protein during 1 minute (pmol DHT/mg

protein/min)(17, 20-25).
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RESULTS

The processed samples of prostate through the method in question should reveal the
presence of testosterone, DHT, diols and triols corresponding bands. Through DHT
standard we could verify the position of the same one in the autoradiography (Figure 1) and
then we would make the counting in a scintillation chamber through the scraping of the
respective bands from the chromatography plate. The activities obtained from Figure 1 are

0.03 and 0.065 picomoles DHT/mg protein/min for pH 5 and pH 7, respectively.

DHT

G

C R C R
pH 5.0 pH 7.0

Figure 1. Autoradiography of the thin layer chromatography analysis of radioactive lipid
extracts from enzymatic system of 5a-R2 performed (R) at pH 5.0 and pH 7.0 with 100 pg
of biopsy protein, incubated during 60 minutes, in presence of NADPH. Control reaction
incubated without NAPDH (C).
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DISCUSSION

The evaluation of both 5-alpha-reductases could have been carried out through
different methods. The choice of a certain method would take into consideration the
feasibility, as well as the cost and the usefulness in future research. Some methods would
require the importation of antibodies or DNA or RNA probes. As the proposal was to
evaluate the action of the prostate enzyme, we chose a biochemical method which evaluates
the activity of the enzyme through the DHT formation. We differentiated isoenzymes 1 and
2 through the pH values of the homogenate solutions. Thomas ef al. (1) had validated a new
antibody to 5-alpha-reductase. For this validation the related researchers compared the
immunohistochemical findings to the expression of the enzyme by the formation of '*C-
DHT from "“C-T. The DHT migration in the chromatography plate was very similar to ours
(1).

The adaptation of a method for the 5-alpha-reductase activity evaluation opens the
possibility of innumerable studies related to the hormonal mechanisms of the prostate
neoplasm. It could also be used in studies with 5-alpha-reductase inhibitors, prognostic
studies, just to name a few examples.

The method in question is relatively cheap, and the importation of antibodies or
probes of nucleic acids has not been necessary, but only the necessity of acquisition of
radioactive testosterone, as well as of the NADPH cofactor. But the incorporated
technology, as the homogenizator and the standard of DHT, can permanently be used in
coming studies. In this study we do not show the pathological examination data, because we
are preparing, and the objective of this work do not involve the pathological examination.

From the present study we pass then to lead another one where we are evaluating the

enzymatic activity of 5-alpha-reductase in radical prostatectomy samples of patients with
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prostate cancer. Simultaneously we are carrying out another comparative study between
biopsies obtained by transretal ultrasound in patients with and without diagnosis of prostate
cancer. Now we are going to evaluate the activities of the two isoenzymes in prostate
cancer and in benign prostate hyperplasia. In a near future we also will be able to evaluate
the enzymatic expression in androgenic blockade patients. Moreover we intend to correlate
this with the tumor virulence and grade, and with PSA. DHT was the main inductor of the
PSA increasing according to a study that evaluated isoenzymes type 1 and 2 in lymph nodes
with prostate cancer metastasis, where the used methods were PCR and Southern blot (19).
However, I did not find in literature any study of correlation between PSA and the activity
of the enzyme 5-alpha-reductase using a method similar to ours. Therefore we are checking
the possibility of studying these aspects from what we have developed so far. We are also
planning to evaluate the activity of the enzyme in lymph nodes metastasis using the method
developed by us. Later on, we will also be able to compare our findings to others obtained
by immunohistochemistry, and see if they are equivalents, like Thomas et al. did (1). At the
moment we did not make the comparison mentioned above due to financial limitations.

We believe that these studies are only the beginning of a new and promissory

research line that we are developing from the present work.

CONCLUSIONS
We suggest an adaptation of a biochemist method for evaluation of the 5-alpha-

reductase types 1 and 2 activities in human prostate tissue samples.

78



SPONSORING
Study sponsored by Fundo de Incentivo a Pesquisa e a Eventos (FIPE) and Fundagao

Médica do Rio Grande do Sul.

REFERENCES

1. Thomas LN, Douglas RC, Vessey JP, Gupta R, Fontaine D, Norman RW, Thompso
IM, Troyer DA, Rittmaster RS, Lazier CB. 5-alpha-reductase type 1 immunostaining is
enhanced in some prostate cancers compared with benign prostatic hyperplasia epithelium.
The Journal of Urology. 2003;170:2019-2025.

2. Oliveira OLM. Activity assessment of 5-alpha-reductase em prostate tissue [PhD
Thesis]. Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2006.

3. Partin AW, Rodriguez R. The molecular biology, endocrinology, and physiology of
the prostate and seminal vesicles. In: Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED, Wein AJ, editor.
Campbell's Urology. 8 ed: WB Saunders Company; 2002. p. Sec.6, Chap.37.

4. Wilson JD. The role of 5-alpha-reduction in steroid hormone physiology. Reprod.
Fertil. Dev. 2001;13:673-678.

5. Steers W. 5-alpha-reductase activity in the prostate. Urology. 2001;58(6A):17-24.

6. Russell DW, Wilson JD. Steroid 5-alpha-reductase: two genes/two enzymes. Annu.
Rev. Biochem. 1994; 63:25-61.

7. Jenkins EP, Andersson S, Imperato-McGinley J, Wilson JD, Russell DW. Genetic
and pharmacological evidence for more than one human steroid 5-alpha-reductase. J. Clin.
Invest. 1992:89:293-300.

8. Iehlé C, Radvanyi F, Medina SGD, Ouafik L, Gérard H, Chopin D, Raynaud JP,
Martin PM. Differences in steroid 5-alpha-reductase iso-enzymes expression between
normal and pathological human prostate tissue. Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology. 1999;68:189-195.

9. Andersson S, Berman DM, Jenkins EP, Russell DW. Decletion of steroid Sa-
reductase 2 gene in male pseudohermaphroditism. Nature. 1991;354:159-161.

10.  McConnell JD, Stoner E. 5-alpha-reductase inhibitors. Advances In Protein
Chemistry. 2001; 56:143-180.

11. Gormley GL, Stoner E, Bruskewitz RC, Imperato-McGinley J, Walsh PC,
McConnell JD, Andriole GL, Geller J, Bracken BR, Tenover JS, Vaughan ED, Pappas F,
Taylor A, Binkowitz B, Ng J. The effect of finasteride in men with benign prostatic
hyperplasia. The Journal of Urology. 2002;167:1102-1107.

12. Kaplan SA. 5-alpha-reductase inhibitors: what role should they play? Urology.
2001;58(6A):65-70.

13. Thompson IM, Goodman PJ, Tangen CM, Lucia MS, Miller GJ, Ford LG, Lieber
MM, Cespedes RD, Atkins JN, Lippman SM, Carlin SM, Ryan A, Szczepanek CM,
Crowley JJ, Coltman CA Jr. The influence of finasteride on the development of prostate
cancer. The New England Journal of Medicine 2003;349(3):215-224.

14. Kaefer M, Audia J, Bruchovsky N, Goode RL, Hsiao KC, Leibovitch 1Y,
Krushinski JH, Lee C, Steide CP, Sutkowski DM, Neubauer BL. Characterization of Type I

79



S-alpha-reductase activity in DU145 human prostatic adenocarcinoma cells. J. Steroid
Biochem. Molec. Biol. 1996;58(2):195-205.

15.  Habib FK, Ross M, Bayne CW. Factors controlling the expression of 5a-reductase
in human prostate: A possible new approach for the treatment of prostate cancer. European
Urology. 1999;35:439-442.

16. Bonkhoff H, Stein U, Aumiiller G, Remberger K. Differential expression of Salpha-
reductase isoenzymes in the human prostate and prostatic carcinomas. The Prostate.
1996;29:261-267.

17. Negri-Cesi P, Poletti A, Colciago A, Magni P, Martini P, Motta M. Presence of 5-
alpha-reductase isozimes and aromatase in human prostate cancer cells and in benign
prostate hyperplastic tissue. The Prostate. 1998;34:283-291.

18. Bjelfman C, Soderstrom TG, Brekkan E, Norlén BJ, Egevad L, Unge T, Andersson
S, Rane A. Differential gene expression of steroid 5-alpha-reductase 2 in core needle
biopsies from malignant and benign prostatic tissue. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 1997;82(7):2210-2214.

19. Zhu YS, Cai LQ, You X, Cordero JJ, Huang Y, Imperato-McGinley J. Androgen-
induced prostate-specific antigen gene expression is mediated via dihydrotestosterone in
LNCaP cells. Journal of Andrology 2003 Sep-Oct;24(5):681-687.

20. Furuta S, Fukuda Y,Sugimoto T, Miyahara H, Kamada E, Sano H, Takei M,
Kurimoto T. Pharmacodynamic analysis of steroid 5-alpha-reductase inhibitory actions of
Z-350 in rat prostate. European Journal of Pharmacology 2001;426:105-111.

21. Pratis K, O'Donnell L, Ooi GT, McLachlan RI, Robertson DM. Enzyme assay for
Sa-reductase type 2 activity in the presence of Sa-reductase type 1 activity in rat testis.
Steroid Biochemistry & Molecular Biology. 2000;75:75-82.

22. Hirosumi J, Nakayama O, Fagan T, Sawada K, Chida N, Inami M, Takahashi S,
Kojo H, Notsu Y, Okuhara M. FK143, a novel nonsteroidal inhibitor of steroid 5-alpha-
reductase: (1) in vitro effects on human and animal prostatic enzymes. J. Steroid Biochem.
Molec. Biol. 1995:4:357-363.

23. Grisenti P, Magni A, Olgiati V, Manzocchi A, Ferraboschi P, Villani V, Pucciariello
R, Celotti F. Substrate interation with 5-alpha-reductase enzyme: influence of the 178-chain
chirality in the mechanism of action of 4-azasteroid inhibitors. Steroids. 2001;66:803-810.
24.  Weisser H, Ziemssen T, Krieg M. In vitro modulation of steroid 5-alpha-reductase
activity by phopholipases in epithelium and stroma of human benign prostatic hyperplasia.
Steroids. 2001;66:521-528.

25.  Span PN, Bokhoven AV, Smals AGH, Sweep CGJ, Schalken JA. Partial sequencing
and tissue distribution of the canine isoforms of steroid 5-alpha-reductase type I and type II.
The Prostate. 2000;44:233-239.

80



ANEXOS

81



G -
(= o

. k-
\

LS. Lo

proteinas

Efeito
nucleo metabolico

Membrana
plasmatica

‘ = Receptor androgénico (AR)

B - Tcstosterona (T)

<l - Dihihidrotestosterona (DHT)

O = 5-alfa-redutase

Figura 1: conversao da T em DHT na célula prostatica catalisada pela 5-alfa-redutase.
Pode-se ver a maior afinidade da DHT pelo AR (mesmo tipo de AR para T e para DHT).
Devido a alta afinidade da DHT a mesma amplia os efeitos metabdlicos da T.
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PROTOCOLO CINCO-ALFA-REDUTASE

1. DATA: _ / /

2. Iniciais do paciente:

3. N.°do prontuario no HCPA:

4. Raca: (B) (N) (A) (O)

5. Idade:  anos

6. PSA:6.1.Total:  ;6.2. Livre: ; (datadoPSA  / /)

7. Medicamentos em uso: (finasterida) (testosterona) (alfa-bloqueador) (dutasterida)

(outros):

8. Procedimento realizado: (Bx) (RTUP) (PS) (PRR)

9. Indicacdo do procedimento: (PSA elevado) (N6dulo) (STUI/RU/HPB) (CaP)
10. Urocultura pré-operatoria: (+) (-) (n.s.)

11. Diagnostico anatomo-patolégico: (CaP) (HPB) (Prostatite) (tecido normal)

(PIN alto grau) (PIN baixo grau)

12. Se CaP:
12.1. Gleason pré-operatorio: escore (de 2 a 10) .+ )
12.2. Gleason pos-operatorio: escore (de 2 a 10) .+ )

12.3. Estadio pré-operatério (TNM):
12.4. Estadio pos-operatorio (TNM):
12.5. Nadir do PSA:

12.6. Cintilografia 6ssea pré-operatoria: (+) (-) (indeterminada) (nfo realizada)

LEGENDA: B = branco; N = negro; A = amarelo; O = outras / Bx = biépsia guiada por ecografia transretal de prostata;
RTUP= resseccdao transuretral de prostata; PS= prostatectomia simples; PRR= prostatectomia radical retroptbica / STUI =
sintomas do trato urinério inferior/ RU= retenc&o urinaria; HPB= hiperplasia prostéatica benigna; CaP= adenocarcinoma de

prostata/ n.s.= ndo solicitada.
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HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

SERVICO DE UROLOGIA

Estamos realizando um estudo cientifico que envolve a utilizagdo de amostras de

prostata. Essa pesquisa tem por finalidade trazer avangos no conhecimento de algumas
doengas que atingem o 6rgdo em questdo. Esse conhecimento podera ser util, no futuro,
para o aumento da acurdcia no diagnostico (deteccdo) de cancer de prostata, bem como para
potenciais beneficios terapéuticos (melhores tratamentos). Para tanto, necessitamos
pequenas amostras obtidas através de bidpsias ou de cirurgias. Os colaboradores serdo os
pacientes que tenham bidpsias ou cirurgias ja indicadas e agendadas por critérios médicos
independentes deste estudo, ou seja, o paciente ndo fard o procedimento de bidpsia
exclusivamente para a pesquisa, mas sim como parte da investigacdo a que estd sendo
submetido. Para as biopsias transretais de prostata realizadas no Servigo de Urologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sdo coletados usualmente doze fragamentos para fins
assistenciais. Solicitamos sua permissdo para coletarmos apenas mais dois fragmentos,
além dos supra-citados, para fins de pesquisa. Somente estes dois fragamentos serdo
utilizados no estudo, sem interferir na capacidade do procedimento em diagnosticar a
doenca que o atinge. Seu consentimento devera ser VOLUNTARIO, LIVRE E
ESCLARECIDO, sendo que o senhor podera aceitar livremente participar ou ndo do nosso
estudo. Ademais asseguramos a confidencialidade da sua identidade.
B, e RGuie, , apos
ter lido este documento e apds té-lo compreendido, aceito voluntariamente colaborar com o
estudo cientifico em questdo, concordando, portanto, que sejam coletadas duas amostras de
prostata a mais do que as doze habituais no procedimento a que necessito ser submetido por
razdes médicas independentes do presente estudo cientifico.

/ /
Paciente: data

/ /
Pesquisadores: data
Dr. Osmar Luiz Magalhaes de Oliveira (Telefone 91123000)
Dr. Emanuel Burck dos Santos (Telefone 99972121)
Servico de Urologia do HCPA (Telefone 33168286)
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