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RESUMO: A flutamida é um antiandrogénico ndo esteroidal, indicado para tratamento do cancer de préstata. O
registro de produtos a base dessa substincia na Franca e Estados Unidos, dentre outros paises, ndo prevé seu uso em
pacientes do sexo feminino. No Brasil, entretanto, existem relatos do uso de flutamida por mulheres, restrita a
prescricdo médica, para tratamento da acne, alopecia (queda de cabelo) e hirsutismo (excesso de pélos no corpo ou no
rosto), visto que a referida substancia promove o bloqueio do receptor de andrégenos, interfere com a captacdo celular
de testosterona e DHT e aumenta o metabolismo de andrégenos. Considerando os possiveis efeitos da flutamida na
sincronizac@o do ciclo estral dos mamiferos domésticos e sua crescente utilizagdo por mulheres nas situagdes citadas
anteriormente, o presente estudo teve por objetivo verificar os aspectos citopatoldgicos da vagina de camundongas
tratadas a curto prazo com flutamida, sendo este um pardmetro importante na avalia¢do da fun¢do reprodutiva feminina.
Nao foram observadas alteracdes significativas na duracgio das fases do ciclo estral das camundongas tratadas, porém
mais estudos devem ser feitos para que se afirme com certeza a existéncia ou ndo de efeitos sobre o ciclo, uma vez que
vérios fatores, como e tempo de tratamento e a dose administrada, podem ter sido limitantes para o aparecimento dos
efeitos nocivos.

Palavras-chave: Flutamida. Antiandrogénios. Ciclo estral. Reproducdo. Hirsutismo.

Cytopathologic evaluation of vaginal mucosa of mice treated with an
antiandrogen

ABSTRACT: The flutamide is a nonsteroidal antiandrogen, nominated for the prostate cancer treatment. The
registration of products made of this substance in France and the United States, among other countries, doesn't foresee
its use in female patient. In Brazil, however, there are reports of the flutamide use by women, restricted to the medical
prescription, for treatment of the acne, alopecia (hair fall) and hirsutism (excess of hair in the body or in the face), since
this substance promotes the blocking of the androgen receptor, it interferes with the cellular reception of testosterone
and DHT and increases the metabolism of androgen. Considering the possible effects of the flutamide in the estrous
cycle synchronization of domestic mammals and its increasing use by women in the previously mentioned situations,
the present study had for objective to check the cytological aspects of the vagina of mice treated with flutamide in the
short term, being this an important parameter in the feminine reproductive function evaluation. Significant alterations
were not observed in the estrous cycle phases duration of the mice treated, however more studies should be made for
being affirmed with certainty the existence or not of effects on the cycle, once that several factors, as the time of
treatment and the administered dose, might have been limiting for the emergence of the noxious effects.

Keywords: Flutamide. Antiandrogen. Estrous cycle. Reproduction. Hirsutism.

1 INTRODUCAO

Os ovdrios e as glandulas supra-renais sintetizam andrégenos através das células da
sdo os principais produtores de andrégenos teca, sob a influéncia do hormoénio
circulantes nas mulheres. Os primeiros, sao luteinizante e foliculo estimulante
responséveis pela maior parte dessa produgdo, (HAROUN, 2005).
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O aumento de andrégenos pode
aparecer sob vdrias formas, dependendo dos
locais em que a unidade pilo-sebdcea

hormonio dependente possua receptores
especificos sensiveis a ac¢do dos hormodnios
andrégenos. Quando esta agdo ocorrer nas
glandulas sebiceas teremos como resultado a
seborréia e a acne. Ac¢do nos foliculos pilosos
a levard ao  hirsutismo e a alopecia
androgenética (HAROUN, 2005; PARADISE
et al., 2011; YARAK et al., 2005; ZEGHER,;
IBANEZ, 2010).

Virios fatores levar

podem ao

hiperandrogenismo  feminino, como um
desequilibrio hormonal, causando a sindrome
dos ovirios policisticos (SOP) e até mesmo
cancer nos ovarios. As caracteristicas clinicas
da SOP, uma das anormalidades enddcrinas
mais comuns acometendo mulheres em idade
reprodutiva, incluem ainda a resisténcia a
insulina e infertilidade (ARCHER; CHANG,
2004; FERREIRA et al., 2006; YARAK et
al., 2005).

Devido ao enorme desconforto e
problemas psicossociais causados por tais
manifestagdes, foram desenvolvidas terapias
que objetivam o tratamento hormonal. Estas
incluem os farmacos chamados de
antiandrogénicos ou bloqueadores do receptor
de andrégenos, como o acetato de
ciproterona, a espirolactona e a flutamida.
Eles agem diminuindo a producdo de
andrégenos pelas glandulas supra-renais e
ovérios e inibem sua acdo a nivel da glandula
sebacea, de

bloqueando o receptor
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androgénico e, portanto, opdem-se as acdes
tais

KATSAMBAS;

dos sobre
(HAROUN, 2005;
DESSINIOTI, 2010).

andrégenos glandulas.

A flutamida biossintética (alfa-trifluor-
2-metil-4-nitro-m-propanamida) é um
antiandrogénio nao esteroidal, destituido de
atividade hormonal e utilizado no tratamento
do céncer de prdstata. O registro dessa
substancia na Franca e Estados Unidos, entre
outros paises, ndo prevé seu uso em pacientes
do sexo feminino. No Brasil, entretanto, esta
vem sendo prescrita por alguns
dermatologistas para combater a SOP, acne
inflamatéria grave, alopecia e hirsutismo
associados 2 testosterona. E administrada via
oral, como monoterapia ou em associagdo, de
preferéncia apds as refeicoes. (ARCHER;
CHANG, 2004; DEVOTO; ARAVENA,
2004; DRUGLINE, 2013; HAROUN, 2005;
KATZUNG, 2008; MARONA et al., 2004;
PINHEIRO, 2005).

A flutamida € completamente

absorvida pelo trato gastrintestinal, e

rapidamente convertida em varios

metabdlitos. Apresenta diversos mecanismos
de acdo, incluindo o bloqueio do receptor de
andrégenos, a interferéncia com a captagdo

celular de testosterona e aumento do

metabolismo de andrégenos para inativagdo

dos seus componentes. Tais efeitos sdo

causados pela acdo da 2-hidroxiflutamida,

principal produto do metabolismo do

farmaco, que inibe seletivamente a ligagdo da
5-a-DHT a

receptores  androgénicos,
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aumentando a transformag¢do do andrégeno
em metabdlitos inativos

(MARONA et al., 2004; TAN, 2004).

glicuronideos

O principal problema apresentado pela
administracdo de flutamida é o aparecimento
de toxicidade hepdtica, que parece ser dose-
dependente. Apesar de ndo haver uma alta
incidéncia de casos de hepatotoxicidade
causada por esse medicamento, hd alguns
relatos de casos graves. Dessa forma faz-se
necessdrio o monitoramento dos niveis de
aminotransferase sérica durante os primeiros
meses de tratamento (AMORIM et al., 2005;
DRUGLINE, 2013; HAROUN, 2005).

Sabendo do crescente uso da flutamida
na dermatologia no Brasil e levando em
consideragcdo a escassez de pesquisas a
respeito de possiveis efeitos da mesma sobre a
fertilidade feminina, sdo necessarios mais
estudos a fim de avaliar a eficicia e seguranca
de tal firmaco em mulheres com sintomas
relacionados ao  hiperandrogenismo. O
presente trabalho teve como objetivo verificar
0s aspectos citopatologicos da vagina de
camundongas tratadas a curto prazo com
flutamida.

A avaliagdo do ciclo estral vaginal de
camundongas nuliparas ¢ um dos marcadores
mais relevantes e capaz de mensurar o
prejuizo ou perda da fung@o reprodutiva. O
ciclo estral desses animais da mesma forma
que o ciclo menstrual das mulheres, ¢
caracterizado por alteracdes

nos 6rgaos

genitais e  tecidos  uterinos.  Essas

modificagdes podem ser observadas através
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da andlise de esfregacos vaginais, que
permitem a andlise das variagdes epiteliais da
mucosa vaginal (BACHA J[jNIOR; BACHA,
2003; NELSON et al., 1982; SALGADO,
2009).

O ciclo reprodutivo dos roedores,
como o camundongo, é conhecido como ciclo
estral e tem curta duracio de 4 a 5 dias, sendo
caracterizado por mudancas morfolégicas nos
ovérios, tltero e vagina.

A ciclicidade presente no organismo
feminino maduro € controlada por niveis
precisos de hormonios esterdides sexuais
estrogeno e progesterona, produzidos pelos
ovérios. Assim como o ciclo menstrual nas
mulheres, nestes mamiferos poliestros, o ciclo
estral é marcado por mudanga na estrutura e
dos tecidos uterinos e dos Orgdos genitais
(MENDONCA et al., 2007, SALGADO,
2009).

O ciclo estral possui quatro fases
denominadas proestro, estro, metaestro e
diestro, as quais podem ser identificadas pelas
caracteristicas do esfregaco vaginal e pelas
do

caracteristicas utero

(CONSTANZO, 1999).

morfoldgicas

O proestro € uma fase preparatéria ou
construtiva, que dura cerca de 12 horas.
Caracteriza-se pela proliferagado de
fibroblastos do estroma endometrial e por um
aumento aprecidvel no nimero de capilares
sanguineos endometriais. Podem-se observar
no esfregaco vaginal células epiteliais basais e

intermediarias. Por vezes, o nucleo destas
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células, apresenta-se condensado o que
caracteriza a picnose nuclear.

O estro dura cerca de 24 horas. Assim
como o proestro, ¢ um periodo anabdlico e
nesta fase a fémea estd receptiva ao macho.
Os vasos sanguineos do utero e ovdrios
tornam-se dilatados e mais evidentes que no
proestro, sendo que o Utero encontra-se

edemaciado e hipertrofiado. A andlise
citolégica do esfregaco vaginal permite a
observacdo de células anucleadas, isoladas ou
em grumos. Ocorre também intensa
queratinizacdo e descamacdo vaginal.

O metaestro é considerado uma fase
de catabolismo. Se nesta fase ocorrer o
acasalamento, é formado o corpo liteo, caso
contrario, esta estrutura eventualmente
degenera. O exame colpocitoldgico apresenta,
além das células observadas nas duas fases
anteriores, a presenca de leucdcitos. Esta fase
pode ser dividida em Metaestro I e II, e
persiste cerca de 10 horas.

O diestro € considerado um periodo
quiescente, no qual ocorre a regeneracdo
uterina através da proliferacdo e diferenciacdo
dos fibroblastos do estroma endometrial. O
esfregaco vaginal é caracterizado elementos
celulares escassos, e grande concentracdo
muco e de leucdcitos polimorfonucleares.
Esta fase, sendo a de mais longa duracao,
permanece por um intervalo que dura de 54 a
57 horas (MENDONCA et 2007;

SALGADO, 2009).

al.,

A identificacdo da atividade ovariana

normal e o tamanho do comprometimento
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desta quando ocorre exposicdo desses animais
a determinadas drogas, cirurgias ou agentes
téxicos fornecem informagdes para pesquisa
bésica que aponte ao melhor conhecimento e
sua utilidade na atividade clinica. O estudo
em camundongos € mais fécil, ji que sdo de
facil manejo e apresentam um ciclo estral
mais regulado, durando em média quatro dias
(MENDONCA et al., 2007; VILELA et al.,
2007).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais
Utilizou-se 40 camundongas albino

suico, nuliparas, com 60 dias de idade e

provenientes  do da

Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-

biotério  central
MG). Apés um periodo de adaptacdo, aproxi-

madamente sete dias, verificou-se a
regularidade do ciclo estral, através de exame
colpocitolédgico, as fémeas foram distribuidas
de modo aleatério nos seguintes grupos:
Controle 1) receberam o6leo de milho +
DMSO por via subcutanea durante 4 semanas
(n=10); 2) Receberam 8 mg/Kg/dia de
flutamida solubilizada em 6leo de milho +
DMSO por via subcutanea durante 4 semanas
(n=10); 3) Controle 2: receberam 6leo de
milho + DMSO por via subcutinea durante 7
semanas(n=10); e 4) Receberam 8 mg/Kg/dia
de flutamida solubilizada em 6leo de milho +
DMSO por via subcutanea durante 7 semanas
(n=10).

O DMSO foi utilizado em pequena
quantidade, facilitar a

apenas  para
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solubilizacdo da flutamida. No periodo
experimental as camundongas foram mantidas
em gaiolas, sob condi¢cdes controladas de
fotoperiodo  (claro/escuro de 12h/12h),
temperatura mantida entre 22 e 24°C e
recebendo dgua e racdo comercial ad libitum.

Este estudo foi realizado apds a
aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Alfenas, registro n° 260/2010.

2.2 Exame colpocitologico

Ap6s a administracdo do farmaco,
realizaram-se, diariamente, sempre no mesmo
hordrio, durante todo o experimento. Os
exames colpocitoldgicos em todos os animais
foram realizados de acordo com Costa (2010).
Uma haste flexivel com algoddo umedecido
em solucdo salina foi introduzida, com
cuidado, no canal vaginal das camundongas
produzindo-se levemente um movimento
rotatério para obtencdo do material.
Transferiu-se o material foi sobre uma lamina
histolégica, sendo a preparacdo fixada em
dlcool 95°. Apés coloragdo com hematoxilina
e eosina, as laminas foram analisadas em

microscopia de luz.
2.3 Avaliacao do ciclo estral

A avaliacdo das fases do ciclo estral
foi realizada de acordo com Nelson et al.

(1982).

2.4 Analise estatistica

Revista da Universidade Vale do Rio Verde,

Os valores obtidos foram
representados através de suas médias + erro
padrdo. Utilizou-se o teste Tukey a 5% de

significancia, em ambiente Windows.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a
prevaléncia de cada fase do ciclo estral em
funcdo do tratamento e do periodo de
avaliacdo, estdo representados na tabela 1 e 2,

respectivamente.

Tabela 1 — Prevaléncia, em porcentagem, de cada fase
do ciclo estral, para os grupos controle e tratados.

Grupo | Proestro  Estro Meta-  Diestro
estro

Gl 0,046+ 0,264+ 0,166+ 0,527+
0,008* 0,025* 0,019* 0,035*°

G2 0,033+ 0,269+ 0,192+ 0,506
0,008* 0,025 0,019* 0,035*°

Média * Erro padrdo. Letras iguais na mesma coluna
ndo diferem significativamente entre si a 5%.
FONTE: Autor.

Tabela 2 — Prevaléncia, em porcentagem, de cada fase
do ciclo estral, para os tempos de avaliagdo de 4 e 7
semanas.

Tempo | Proestro Estro Meta-  Diestro
estro

4 0,043+ 0,237+ 0,167+ 0,557
semanas | 0,008* 0,025* 0,019 0,035%

7 0,035+ 0,297+ 0,191+ 0,477+
semanas | 0,008* 0,025* 0,019* 0,035°

Média + Erro Padrdo. Letras iguais na mesma coluna
ndo diferem significativamente entre si a 5%.
FONTE: Autor.
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Nao se verificou diferencas
estatisticamente significativas na duragdo de
cada fase do ciclo estral entre os grupos
controle e tratado (Tabela 1), assim como
entre os tempos de tratamento de quatro e sete
semanas (Tabela 2). Foi observado que todas
as camundongas apresentavam ciclos estrais
regulares. A auséncia de alteragdes no ciclo
estral ndo exclui a possibilidade da droga
afetar o ciclo de fémeas normais.

A dose de 8 mg/Kg/dia pode ndo ter
sido suficiente para estimular alteracdes nesse
individuos, ja que a flutamida é um potente
inibidor ndo esteroidal do  receptor
androgénico, com diversos mecanismos de
acdo, incluindo o bloqueio do receptor de
andrégenos, a interferéncia com a captagdo
celular de testosterona e DHT e aumento do
metabolismo de andrégenos para inativar seus
componentes (CASTELO-BRANCO et al.,
2009; DEVOTO; ARAVENA, 2004;
KATZUNG, 2008; MARONA et al., 2004;).

No estudo realizado por Sahin et al.
(2003), utilizou-se a flutamida, na dose de
250 mg, diariamente por 4 semanas, para
inverter a acdo de andrégenos em mulheres
com sindrome do ovdrio policistico. Essas
mulheres apresentaram diminui¢do
significativa dos niveis de LH, FSH e
testosterona livre. Nesta pesquisa a dose e o
tempo de tratamento foram equivalentes aos
utilizados no trabalho citado, entretanto este
estudo foi realizado em  mulheres
apresentando SOP, e ndo em individuos

normais.
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A utilizacdo de flutamida em

camundongas normais parece ndo afetar

significativamente o equilibrio hormonal
destas. Estudos com um periodo de duragdo
mais longo poderiam apresentar resultados
diferentes, uma vez que o tempo de
tratamento pode ter influenciado no resultado,
visto que € uma varidvel critica em uma
espécie de ciclo estral de duracg@o tdo curta.

Por outro lado, se for confirmado que
em individuos normais a droga ndo causa
alteragdes hormonais, esta pode ser entdo uma
boa alternativa pra tratamento de acne. Dados
sobre a eficicia da flutamida sdo bastante
homogéneos. Apesar de ser potencialmente
util para o tratamento do hirsutismo,
pesquisas mostraram que a flutamida estd
associada a uma incidéncia notdvel de efeitos
adversos, principalmente de alteracOes
hepéticas agudas em mulheres tratadas com o
referido medicamento (ANVISA, 2004).

Sdo indmeros os fatores que podem
de

provocar alteracdes ciclo estral

Quando

no

camundongas. agrupadas numa

mesma gaiola, as camundongas podem
apresentar aciclicidade. Outros fatores como
idade do animal, linhagem, estacdo do ano,
além das condi¢cdes de alimentacio e
luminosidade podem provocar modificagdes
no ciclo estral (BANKS, 1992; SANTOS,
2002).

Foram verificadas pequenas variacdes
no ciclo, porém nao foram estatisticamente
significantes. A dose administrada pode ndo

ter sido suficiente para provocar alteracdes no
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ciclo estral das camundongas utilizadas no
experimento. Portanto, o resultado obtido nao
exclui que, se administradas doses maiores,

possa ocorrer aciclicidade.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-
se concluir que o tratamento de camundongas
com flutamida na dose de 8 mg/kg/dia, por
um periodo de quatro e sete semanas, ndo
prejudicou a regularidade do ciclo estral das
mesmas. Estudos utilizando doses maiores e
por um periodo mais extenso que sete
semanas devem ser realizados para que se
possa concluir com certeza os efeitos, ou a
auséncia desses, sobre o ciclo estral das

camundongas.
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