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RESUMO

Introducédo: A alopecia androgenética (AAG) € uma condicdo que interfere na
qualidade de vida, na autoestima e na vida social do individuo acometido. A busca
pelo melhor tratamento para erradicar ou minimizar a queda de cabelo depende da
seguranca do seu uso. Para aferir seguranca a um composto ou a uma mistura deve-
se conhecer a sua toxicidade, incluindo a genotoxicidade, e o0 ensaio
Salmonella/microssoma é recomendado para esta finalidade. Objetivos: O objetivo
desse estudo foi verificar a seguranca da combinacéo finasterida com um blend
contendo fatores de crescimento, através do parametro Salmonella/microssoma (teste
de Ames). Metodologia: As concentracdes de Finasterida (50 mg/mL), blend de
fatores de crescimento (1,2 mg/0,1 mL) e a associacao Finasterida + blend (50 mg/mL,
cada) foram preliminarmente ensaiadas em limite maximo preconizado pelas
agéncias regulatérias (5 mg/placa) com a linhagem S. typhimurium TA100 para o teste
de toxicidade. Posteriormente realizou-se o ensaio em linhagens de TA97a, TA98,
TA100 e TA102, na auséncia (-S9) e na presenca (+S9) de ativacdo metabdlica
exdgena. Os resultados foram analisados estatisticamente com controles (positivo de
cada linhagem, negativo e espontaneo) e os indices de mutagenicidade (IM>2,0)
calculados. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Resultados: Os valores
maximos de 5 mg/placa de Finasterida, do blend e da associacdo nao apresentaram
toxicidade a linhagem TA100. No Teste de Ames, sem ativacdo metabdlica, a
finasterida, o blend e a associacdo ndo se mostraram mutagénicos nas linhagens
testadas. Na presenca de ativacdo metabdlica, o blend apresentou mutagenicidade
dependente da concentracéo, sendo segura de 0,12 a 0,000012 mg/placa ap0s sofrer
diluicbes em série. Entretanto, quando em mistura com concentracdo fixa de
finasterida (5 mg/placa), o resultado foi positivo para a linhagem TA98 e TA100,
indicando a participacdo de metabdlitos da finasterida na mutagenicidade.
Conclusao: O blend comercial estudado ndo mostrou ser um mutageno direto, por
nao apresentar mutagenicidade na auséncia de ativacdo metabdlica. Entretanto, na
presenca de ativacdo metabdlica, concentracfes >1,2 mg/placa do blend resultaram
em falso-positivo de mutagenicidade por conter em sua composi¢do, histidina no
complexo de cobre, que foi completamente atenuado em concentracdes de 0,12 a
0,000012 mg/placa, consideradas seguras. Mesmo em concentragdes seguras do

blend, a associacdo com a finasterida induziu mutagéo reversa nas cepas TA98 e



TA100 (+S9), cujas evidéncias da literatura, pode ter sido causada pelo metabdlito
finasterida-w-acido-dico.

Palavras-chave: Alopecia. Mutagenicidade. Teste de Ames. Finasterida. Fatores de
Crescimento. Salmonella/microssoma.



ABSTRACT

Introduction: Androgenetic alopecia (AGA) is a condition that interferes with the
quality of life, self-esteem and social life of the affected individual. The search for the
best treatment to eradicate or minimize hair loss depends on the safety of its use. To
measure safety to a compound or mixture, its toxicity, including genotoxicity, should
be known and the Salmonella/microsome assay is recommended for this purpose.
Objectives: The aim of this study was to verify the safety of the combination finasteride
with a blend containing growth factors, through the Salmonella/microsome parameter
(Ames test). Methodology: Finasteride (50 mg/mL) concentrations, blend of growth
factors (1.2 mg/0.1 mL) and finasteride + blend (50 mg/mL each) were preliminary
tested at the maximum limit recommended by the regulatory agencies (5 mg/plate) with
the S. typhimurium TA100 strain for the toxicity test. Subsequently, the assay was
performed in ta97a, TA98, TA100 and TA102 lines, in the absence (-S9) and in the
presence (+S9) of exogenous metabolic activation. The results were statistically
analyzed with controls (positive of each lineage, negative and spontaneous) and the
mutagenicity indexes (IM=2.0) calculated. All trials were performed in triplicate.
Results: The maximum values of 5 mg/finasteride plate, blend and association
showed no toxicity to the TA100 strain. In the Ames Test, without metabolic activation,
finasteride, blend and association were not mutagenic in the tested strains. In the
presence of metabolic activation, the blend presented concentration-dependent
mutagenicity, being safe from 0.12 to 0.000012 mg/plaque after undergoing serial
dilutions. However, when mixed with fixed finasteride concentration (5 mg/plate), the
result was positive for the TA98 and TA100 strain, indicating the participation of
finasteride metabolites in mutagenicity. Conclusion: The commercial blend studied
did not show to be a direct mutagen, because it did not present mutagenicity in the
absence of metabolic activation. However, in the presence of metabolic activation,
concentrations of =21.2 mg/plate of blend resulted in false-positive mutagenicity
because it contained in its composition, histidine in the copper complex, which was
completely attenuated at concentrations of 0.12 to 0.000012 mg/plate, considered
safe. Even at safe blend concentrations, the association with finasteride induced
reverse mutation in the TA98 and TA100 strains (+S9), whose evidence in the literature

may have been caused by the finasteride-w-acid-oic metabolite.



Keywords: Alopecia. Mutagenicity. Ames test. Finasteride. Growth Factors.

Salmonella/microsome.
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1 INTRODUCAO

O cabelo humano tem vérias fungdes como protecdo fisica, isolamento térmico,
dispersdo de suor e gordura, além de funcbes sensoriais e tateis (GRUBBS;
NASSEREDDIN; MORRISON, 2020).

A humanidade supervaloriza o cabelo e sua importancia ultrapassa o mundo
da estética. A perda dos cabelos apesar de ndo causar consequéncias a saude fisica
provoca um grande impacto emocional como — estresse psicoldgico, altos niveis de
ansiedade e depressao —, principalmente em mulheres (CALLAND, 2007; VICKERS,
2017).

A alopecia é definida como a perda de cabelos do corpo, abrange uma ampla
gama de disturbios de perda de cabelo, incluindo a alopecia areata e Alopecia
androgenética (ORNELAS; SIVAMANI, 2015). A alopecia causa alteracdo no tempo
de seus ciclos naturais, reduz a densidade, o processo de renovacao e o surgimento
de novos fios. Vérios fatores de ordem genética, autoimunes e hormonais podem
ocasionar reducao parcial ou total de pelos ou cabelos em uma determinada area do
corpo (MULINARI-BRENNER; SOARES, 2009).

O numero de foliculos pilosos é fixo em homens e mulheres ndo havendo
formacado de novos exemplares na idade adulta. O total é estimado em cerca de 100
a 150 mil no couro cabeludo, independentemente de género ou raga. A taxa média de
crescimento € de 0,4 milimetros ao dia, com variacdes entre as areas do couro
cabeludo. A velocidade de crescimento tem um aumento entre 0s cinquenta e setenta
anos de idade. Por outro lado, ha diminuicdo do numero de foliculos por centimetro
guadrado (MACHADO, 2011).

Cada foliculo possui um ciclo de crescimento distinto que se divide em trés
fases sendo elas: fase anagena, catagena e teldogena. A fase anagena é a fase de
crescimento onde ha grande sintese de DNA e intensa atividade mitética; nesta fase
encontram-se noventa por cento dos cabelos em condi¢cées normais e dura em média
de quatro a sete anos. A fase catagena, intermediaria, na qual o foliculo se prepara
para entrar em descanso e o crescimento do cabelo € interrompido. O fio se
desconecta da papila e a base do foliculo comeca a subir em direcdo a superficie da
pele; esta etapa normalmente dura de duas a quatro semanas. A Ultima fase, a
telogena, quando o fio esta pronto para cair, normalmente ele se solta do foliculo

guando o cabelo é lavado ou escovado ou quando um novo fio comeca a ser produzido
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e a crescer no mesmo foliculo, empurrando o antigo fio para fora; esta fase tem o
tempo médio de trés a 4 meses. Para diagnosticar possiveis casos de alopecias é
necessario entender esses ciclos (MACHADO, 2011).

De acordo com Machado (2011) entre os diversos tipos de alopecias, a queixa
mais comum nos consultorios dermatolégicos € a percepcdo da diminuicdo da
densidade dos cabelos causada por uma queda acentuada dos fios de forma
frequente, este € o tipo conhecido com Alopecia Androgenética (AAG).

AAG é a causa mais comum de alopecias em ambos 0s sexos, sendo mais
comum em homens a partir da puberdade, e sédo causadas por dois fatores principais:
niveis androgenos e fatores genéticos. A testosterona é o andrégeno mais potente,
com concentracdes superiores em individuos do sexo masculino e conversdo em di-
hidrotestosterona (DHT) por atuacdo da enzima b5-alfa-redutase (MULINARI-
BRENNER; SOARES, 2009).

De uso recente, os fatores de crescimento foram incluidos entre os
medicamentos utilizados no tratamento da alopecia, em conjunto a outros farmacos,
para auxiliar no aumento da densidade e da microcirculacdo e favorecer a
diferenciacao folicular e a renovacao dos fios de cabelos perdidos (KUBANOV;
GALLYAMOVA; KORABLEVA, 2017; WEGER; SCHLAKE, 2006). O mercado que
atua na tricologia oferece, para o tratamento de alopecias, um blend contendo fatores
de crescimento (IGF, bFGF, VEGF e Cooper peptide), que promovem o0 aumento da
mitose, crescimento e renovacdo dos vasos sanguineos (GENTILE; GARCOVICH,
2019). Faz parte do mecanismo que restaura o fluxo sanguineo as areas teciduais
proporcionando a oxigenacdo devido a circulacdo sanguinea comprometida
(MULINARI-BRENNER; SOARES, 2009).

Em virtude do uso desses fatores de crescimento de forma concomitante a
outros farmacos, como acontece com a finasterida, € de extrema relevancia se
conhecer o potencial mutagénico desta associacdo, para inferir a seguranca de tal

uso.
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2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 O Cabelo e o Foliculo Piloso

2.1.1 Aspetos Gerais

E frequente a preocupacio com o aspecto do sistema tegumentar, ele possui
funcBes importantes que vao além da aparéncia. O sistema tegumentar recobre o
corpo protegendo-o contra a abraséo, a perda de agua, a invasao de microrganismos
e a radiacao ultravioleta (TOBIN, 2016). Também apresenta um papel na percepc¢ao
sensorial, termorregulacdo e sintese de vitamina D (OVALLE; NAHIRNEY, 2008;
WELLE; WIENER, 2016).

O sistema tegumentar € constituido pela pele e pelas estruturas anexas, como
os foliculos pilosos, unhas, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas. De facil
observacéao, o aspecto visual deste pode indicar desequilibrios fisiol6gicos organicos.
Algumas doencas como por exemplo, a alopecia, afetam apenas o sistema
tegumentar (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003). Os foliculos pilosos séo
considerados pequenos 6rgados que se formam na derme e atravessam a epiderme
até a superficie (RISHIKAYSH et al., 2014).

Os pelos séo compostos queratinizados (SANTOS; AVCI; HAMBLIN, 2015) que
se desenvolvem no foliculo piloso, sendo que a sua raiz se encontra na zona mais
profunda da derme, enquanto que o seu topo se direciona para a abertura folicular na
epiderme (NICOL, 2005). Na fase de crescimento do pelo, o foliculo piloso apresenta
uma dilatacao terminal, que € o bulbo piloso, onde ocorre a divisdo celular e, na sua
porcdo central, a papila dérmica, onde as células se diferenciam por queratinizacao
(ZAIDI; WALTON, 2015).

2.1.2 Anatomia do Foliculo Piloso

O foliculo piloso (Figura 1) € uma estrutura tubular formado por cinco camadas
concéntricas de células epiteliais que se estende desde a derme até a epiderme
através do extrato corneo (POZEBON; DRESSLER; CURTIUS, 1999).

Em sua base esta o bulbo piloso, englobando a papila do bulbo piloso. Na

medida em que elas sdo empurradas a partir do bulbo piloso em direcéo da superficie
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da pele, as trés camadas epiteliais internas sofrem queratinizagao para formar a haste
do pelo, enquanto as duas camadas externas formam uma bainha epitelial (YOUNG
et al., 2015).

O bulbo piloso € uma proeminéncia que se expande na base da raiz do pelo.
No interior do bulbo piloso encontram-se células epiteliais indiferenciadas, chamada
de matriz, que produz o pelo e a bainha radicular epitelial interna. A derme se projeta
para o interior do bulbo piloso e contém vasos sanguineos que irdo levar nutrientes e
alimentar as células da matriz (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003).

Durante o crescimento ativo do pelo, as células epiteliais que circundam a
papila dérmica do bulbo piloso se proliferam para formar as quatro camadas internas
do foliculo, enquanto a camada mais externa representa uma mera continuacao
invaginada do estrato basal do epitélio superficial. Toda essa massa epitelial
circundando a papila dérmica constitui a raiz do pelo (YOUNG et al., 2015).

As células mais internamente encontradas no foliculo, sofrem moderada
gueratinizacao para formar a medula do pelo que nédo é muito visivel em pelos muito
finos. Ao redor da medula, encontra-se uma camada altamente queratinizada, o
cortex, que forma a parte principal do pelo. O coértex é formado por um conjunto de
células cilindricas denominadas de matriz, local onde fica situada a queratina e
proteinas. A terceira camada celular do foliculo sofre uma intensa queratinizacéo para
formar uma dura e fina cuticula na superficie do pelo. A cuticula consiste numa
camada externa composta por varias subcamadas separadas por um complexo de
células, endocuticula, epicuticula e exocuticula (POZEBON; DRESSLER; CURTIUS,
1999).

A quarta camada do foliculo constitui a bainha radicular interna, as células
desta camada tornam-se apenas levemente queratinizadas e desintegram-se no nivel
dos ductos das glandulas sebaceas, deixando um espaco no qual o sebo é excretado
em torno do pelo em maturacéo. A bainha externa radicular, ndo participa na formacao
do foliculo piloso, ela estd separada da bainha de tecido conjuntivo que circunda o
foliculo pela membrana basal, uma camada espessa, especializada conhecida como
membrana vitrea. Dependendo de sua localizacédo, os foliculos pilosos variam em
tamanho e forma, porém, todos tém a mesma estrutura base. (YOUNG et al., 2015).

Quando um pelo é arrancado, a bainha radicular epitelial interna também é
extraida e se apresenta visivelmente como um tecido esbranquicado em torno da raiz
do pelo. (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003).
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Figura 1 - Estrutura do Foliculo Piloso.
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Fonte: HABIF (2005).

2.1.3 Tipos de Foliculo Piloso

Os pelos e os foliculos pilosos estdo presentes em quase toda a superficie do
corpo humano, exceto, nas palmas das maos, plantas dos pés, mamilos, parte dos
0rgaos genitais externos e segmentos distais dos dedos das maos e dos pés (ZAIDI,;
WALTON, 2015). Humanos tem aproximadamente 5 milhdes de foliculos e 100 mil
deles estao localizados no couro cabeludo (KRAUSE; FOITZIK, 2006).

Os foliculos pilosos podem ser caracterizados de diversas formas, de acordo
com a forma da fibra capilar, comprimento e tempo de aparecimento no corpo. Sao
eles: o cabelo lanugo, cabelo velo, cabelo intermediario e cabelo terminal (VOGT et
al., 2008).

O cabelo lanugo cresce durante o periodo fetal, que se caracteriza por ser um
cabelo fino, macio, pouco pigmentado e sem medula central. O cabelo velo é fino,
pouco pigmentado e ndo possui medula, ndo penetra profundamente na pele e néo
atinge, desta forma, a camada subcutanea. Este tipo de cabelo continua a crescer ao

longo da vida, mesmo em &reas que geralmente apresentam apenas cabelos
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terminais, como o couro cabeludo, sendo que muitas vezes representa entre sete a
vinte e cinco por cento do cabelo presente (STRUMIA et al., 2001).

O cabelo intermediario surge ap0s 0 nascimento e é caracterizado por ser
pouco pigmentado, fino e apresenta medula em parte da sua extensao (VOGT et al.,
2008). Com a maturidade e a exposicao aos androgenos, os foliculos mudam a
morfologia tornando-se foliculos terminais que irdo produzir os fios de cabelo terminal
(STENN; PAUS, 2001).

O cabelo terminal se apresenta com comprimento superior em comparag¢ao aos
anteriores, além disso, sdo espessos e pigmentados. O seu foliculo atinge a derme
profunda, se encontrando com o bulbo e a base da raiz do pelo, localizado na gordura
subcutanea (VOGT et al., 2008).

2.1.4 Ciclo de Crescimento Capilar

O ciclo de vida do cabelo descreve a mudanca de sua morfologia e a mudanca
histologica do foliculo ao longo do tempo (STENN; PAUS, 2001). Diariamente,
perdemos entre cinquenta a cem fios de cabelo e sua vida dura, em média, entre dois
a sete anos. Cada foliculo segue um ciclo de crescimento distinto, ou seja, cada cabelo
cresce independentemente do crescimento dos outros. Se os foliculos estivessem
sincronizados, todos os cabelos cresceriam ao mesmo tempo (SEELEY; STEPHENS;
TATE, 2003).

O ciclo se divide em trés fases (Figura 2), a anagena - fase de crescimento, a
catdgena - fase de regressao e a telégena - fase de repouso (Figura 2) (ALONSO;
FUCHS, 2006). Na fase da anagena € determinado o comprimento da haste do cabelo,
para o qual é necessaria continua proliferacéo e diferenciacéo do bulbo piloso situado
na extremidade inferior do foliculo, se regenerando para voltar a produzir a fibra
capilar. Esta fase pode durar de trés a sete anos, sendo que o cabelo cresce em média
um centimetro por més (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A segunda fase, a catagena, dura entre duas a trés semanas, em que o foliculo
se retrai, ocorre a conclusdo da producéo da fibra e sua base migra em direcdo a
superficie da pele. Esta diminuicdo no ciclo celular ocorre devido ao aumento de
apoptose das células epiteliais do bulbo, bainha radicular externa e camada epitelial
externa (RISHIKAYSH et al., 2014).
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Na fase teldgena, ndo ocorre crescimento do cabelo; porém, o foliculo
permanece preso por cerca de trés meses. Ao final desse tempo, o cabelo cai no
momento de lavar ou pentear, podendo entéo, iniciar uma fase anagena. A transicao
da fase teldgena para a anagena esta associada a ativacdo de células estaminais
embrionérias da pele que sdo estimuladas para fazer o foliculo de novo (ALONSO;
FUCHS, 2006). No bulbo dos foliculos pilosos contém células-tronco pluripotentes,
que séo ativadas no inicio de um novo ciclo capilar (NELIGAN; GURTNER, 2015).

Figura 2 - Fases do crescimento capilar.

Anagena Catagena Telogena
Fonte: CALLAND (2007).

O cabelo ndo possui crescimento continuo, seus ciclos de vida sdo sucessivos
(CHON et al., 2012; PAUS et al., 1999), sendo que noventa por cento dos cabelos,
em média, encontram-se na fase anagena, ou seja, em constante crescimento, e dez
por cento se encontram na fase telégena (SENNETT; RENDL, 2012).

O cabelo possui uma taxa média de crescimento de 0,4 milimetros por dia, €,
apesar de estarem localizados uns préximos aos outros, hd uma diferenca na rapidez
desse crescimento e ao nascer, possuimos aproximadamente cem a cento e
cinguenta mil foliculos no couro cabeludo e cada um passa em média por vinte e cinco

ciclos ao longo da sua vida (MACHADO, 2011). No entanto, sob influéncia de
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horménios masculinos, podem ocorrer descontroles e estes ciclos podem sofrer
alteracoes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.1.5 Disturbios Associados ao Foliculo Piloso

O foliculo piloso pode sofrer algumas disfuncdes, que podem ser classificadas
principalmente em trés tipos, alopecia, hirsutismo e problemas relacionados a haste
capilar. Alopecia é caracterizada por perda ou afinamento anormal dos cabelos, em
contrapartida, o hirsutismo é caracterizado por um crescimento excessivo de pelos em
mulheres na idade adulta. Estes transtornos que afetam o crescimento normal dos
cabelos sdo causados por diversos fatores, como o0 mau funcionamento de uma ou
mais vias de sinalizacdo, doencas autoimunes, predisposi¢cdo genética e infecbes
microbianas (RISHIKAYSH et al., 2014).

2.2 Alopecia

2.2.1 Aspectos Gerais

Alopecia, popularmente conhecida como calvicie, consiste na queda parcial ou
total dos pelos ou cabelos e que pode ser muito traumatica para pessoas acometidas,
tanto do sexo masculino quanto feminino. Pode ocorrer em qualquer local do corpo,
mas afeta principalmente o couro cabeludo, sendo que devido ao encurtamento da
fase de crescimento (anagena) e ao prolongamento da fase de queda (telégena), a
perda do cabelo torna-se mais significativa e persistente, tornando a regido mais
visivel (MIRMIRANI, 2013).

Sabendo que em condi¢Bes normais possuimos cerca de noventa por cento
dos cabelos em fase de crescimento e dez por cento em fase de queda, considera-se
normal a perda entre 50 a 100 fios diarios para uma densidade média de 250 fios por
cmz. A perda acima dessa média pode ser considerada como algum tipo de alopecia.
(SENNETT; RENDL, 2012).

As alopecias dividem-se em cicatriciais e ndo cicatriciais. Na alopecia cicatricial
ocorre inflamacdo e perda de foliculos pilosos de carater irreversivel, sendo o
resultado de doencas da propria pele ou alteracdes do sistema imune. Na alopecia

nao cicatricial os foliculos pilosos estdo preservados e, muitas vezes, pode ser
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reversivel tendo em vista que a queda do cabelo ndo origina a destrui¢do do foliculo
(SPERLING et al., 2015).
As alopecias tem varias causas e diferentes apresentacdes clinicas, sendo
assim, o intuito do tratamento aumentar a cobertura do couro cabeludo ou retardar a
progresséo da diminuicao dos cabelos ou ambas (KEDE; SABATOVICH, 2004).
Steiner (2000) escreve que a classificacdo das alopecias é realizada segundo
as caracteristicas clinicas, a extensdo e a localizacdo ou etiopatogenia, conforme

descrito em tabelal:

Tabela 1 - Classificagdo das alopecias

ALOPECIAS CICATRICIAIS ALOPECIAS NAO CICATRICIAIS
1. Genodermatoses . Genodermatoses
Lupus eritematoso . Infecciosas

Liquen Plano Pilar . Tricotilomania

Pseudopelada de Brocq . Alopecia areata

ar k| W

Foliculite decalvante . Eflavio anageno

. Alopecia de tracao

. Eflavio telogeno agudo e crénico

Q| N| Oof o | W| N|

. Alopecia androgenética

Fonte: adaptado de: STEINER (2000).

Os principais tipos de alopecias néo-cicatriciais sao a tricotilomania, o eflavio
telogeno, alopecia areata e alopecia androgenética (MITEVA; TOSTI, 2012).

A tricotilomania € um transtorno crénico de controle de impulsos caracterizado
pela acdo de puxar o proprio cabelo, resultando numa perda perceptivel de cabelo.
Pode gerar irritacfes cutaneas, infeccbes e lesdes no local acometido, entre 0s
principais afetados, estdo os adolescentes e jovens adultos (FRANKLIN; ZAGRABBE;
BENAVIDES, 2011).

Dessa forma, também como disturbio relacionado a quantidade de cabelos,
tem-se o eflavio teldgeno, caracterizado pela perda de cabelo devido a existéncia de
transtornos nesta fase. Nesse caso, ocorre uma queda excessiva diaria de cabelo,
podendo ter como possiveis causas uma doenca sistémica, estresse emocional, perda

de peso, deficiéncia em ferro e/ou vitamina D, doencas inflamatérias do couro
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cabeludo ou interrupcdo de contraceptivos orais e nesses casos o tratamento deve
ser centralizado sobre a causa (GORDON; TOSTI, 2011).

Alopecia areata (AA) é uma afeccao crbnica dos foliculos pilosos e das unhas,
de etiologia desconhecida, provavelmente multifatorial com evidentes componentes
autoimunes e genéticos, podendo haver um pico de incidéncia entre os 20 e 50 anos,
sendo que 60% apresentam o primeiro episédio antes dos 20 anos (RIVITTI, 2005).
Nesta afeccdo, a queda de cabelo da-se devido a interrup¢do da sua sintese, sendo
por isso reversivel, pois ndo ocorre a destruicao ou atrofia dos foliculos (GORDON;
TOSTI, 2011).

A probabilidade que a alopecia areata seja uma doenca autoimune € baseada
na presenca de linfocitos T ativados no peribulbar do pelo anageno afetado. A alopecia
areata pode estar relacionada a outras doencas como: tiredide, vitiligo, lUpus-
eritematoso, anemia perniciosa, colite ulcerativa, miastenia gravis, liquen plano, artrite
reumatoide, doenca de Addison, polimialgia reumatica, sindrome endocrinopatia-
candida (SUCCI, 2004).

Em geral, existe a perda importante de cabelos e presenca abrupta de area ou
areas de alopecia. A lesdo caracteristica da AA € uma placa lisa com coloracao da
pele normal atingindo o couro cabeludo ou qualquer area pilosa do corpo, conforme

demonstra Succi (2004), Figura 3:

Figura 3 - Alopecia Areata

.

Fonte: SUCCI (2004).
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2.2.2 Alopecia Androgenética

A alopecia androgenética (AAG) tem como caracteristicas principais a perda
progressiva do diametro, comprimento e pigmentagcdo do cabelo (GORDON; TOSTI,
2011) e como o proprio nome apresenta, sao dois 0s seus principais fatores de causa:
androgénios e genéticos (RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010).

O termo alopecia descreve uma condicéo definida pela perda de pelos em
determinadas regifes ou em todo o corpo e a alopecia androgénica € um tipo de
alopecia caracterizada pela perda progressiva dos pelos localizados no couro
cabeludo, ou seja, os cabelos, acometendo cerca de 50% dos homens acima de
cinquenta anos de idade e 75% dos homens em idades mais avangadas, sendo
também frequente em mulheres, entre 20-30% com graus de expressao variaveis
(BLUME-PEYTAVI et al., 1997; TRUEB, 2002).

Essa forma de alopecia é identificada pela Classificacdo Internacional de
Doencas (CID 10) através do codigo L64. Nessa patologia a queda capilar promove a
escassez de cabelos dos individuos acometidos através de um padrao de perda bem
definido, tanto para homens como para mulheres, sendo essa a causa mais comum
de calvicie (ROBBINS, 2000).

De acordo com Price et al. (2000) e Bienova (2005) os eventos bioquimicos e
celulares que desencadeiam a AAG nédo ocasionam a perda definitiva do cabelo, mas
sim uma modificacdo do ciclo de crescimento capilar. Segundo Bienova et al. (2005)
guando ocorre o encurtamento da fase anagena (desenvolvimento e crescimento) e
um prolongamento da fase telégena (repouso), conduzindo o foliculo capilar a um
processo progressivo onde se tem como resultado a miniaturizacéo, o qual resulta em
um pelo fino e pouco pigmentado tipo velo, em substituicdo aos pelos terminais,

conforme Figura 4.
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Figura 4 - Miniaturizagdo dos fios de cabelos.

Fonte: SINCLAIR (2004).

Além disso, existe um fator hereditario para a ocorréncia de AAG que modifica
a resposta dos foliculos pilosos a presenca dos androgenos circulantes, de forma que
individuos com forte predisposicdo genética tendem a desenvolver essa condicao
ainda jovens (SINCLAIR, 2005).

A forma de transmissdo da heranca genética permanece ainda néo
completamente esclarecida. Entre as possiveis explicacbes encontradas estdo a
heranca autossdmica dominante entre os homens e autossémica recessiva entre as
mulheres, a qual foi o padréo considerado inicialmente. Mais recentemente, a heranca
poligénica vem sendo considerada a maneira mais provavel de ocorréncia da AAG
(BRENNER; SOARES, 2009; LOBO; MACHADO; SELORES, 2008).

Na literatura, os genes que estéo relacionados com a ocorréncia da alopecia
androgenética sao os codificadores das enzimas 5-alfa-redutase, da aromatase e o
responsavel pelo receptor de androgénios, demonstrando a forte influéncia da acéao
dos hormbnios andrégenos na ocorréncia de AAG, uma vez que esses genes estéo
diretamente relacionados com o0 metabolismo desses horménios (BRENNER;
SOARES, 2009).

A ocorréncia dessa forma de alopecia acentua-se com o aumento da idade do
individuo, onde nos homens a recessao da linha frontal do cabelo, ou sua escassez
na regido do vértex pode comecar logo apos a puberdade, contudo em alguns casos
esse inicio ocorre em um momento mais tardio e, apenas em uma pequena parcela
da populagcédo masculina, a calvicie ndo se manifesta (MESSENGER, 2008).

A razdao principal pelas alteracdes do foliculo piloso na AAG é a presenca de

androgénios, pois estes podem chegar a pele através da circulagdo ou podem ser
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produzidos localmente. Tanto os circulantes como os produzidos localmente ligam-se
a receptores androgénicos no bulbo do foliculo piloso, estes androgénios causam
alteracdo no tamanho da papila dérmica durante a fase anagena, reduzindo a duracéo
da fase e, consequentemente, o tamanho do foliculo e do cabelo emergente
(BRENNER; SOARES, 2009).

2.2.2.1 Fatores desencadeantes

A influéncia dos andrégenos no desencadeamento da alopecia androgenética
ja havia sido descrito na antiguidade por Aristoteles, que observou que eunucos nao
se tornavam calvos (TRUEB, 2002). Os hormdnios testosterona e seu metabolito di-
hidrotestosterona (DHT) exercem um papel importante nos eventos da AAG por
interagir com o receptor de andrégenos nos foliculos capilares (MESSENGER, 2008;
SINCLAIR, 2004).

A testosterona € convertida em DHT pela enzima 5-alfa-redutase, divididas
em isoenzima tipo | e tipo Il. Ambas isoenzimas séo encontradas nos foliculos pilosos
do couro cabeludo, porém apresentam distribuicdo diferente (ELLIS; SINCLAIR;
HARRAP, 2002). Nos individuos masculinos, o fator mais significativo que pode levar
a AAG é a atividade da isoenzima tipo Il 5-alfa-redutase, que ira metabolizar a
testosterona testicular que circula no sangue em DHT, nos foliculos pilosos
geneticamente predispostos na regido das témporas e vértice (FISCHER et al., 2012).

Com a ligacdo da DHT ao receptor de androgenos ocorre uma mudanca
conformacional no complexo hormdnio-receptor formado, o que promove uma
sequéncia de eventos como a transcri¢cdo de genes especificos que sinalizam para a
papila dérmica entrar precocemente em fase catagena e subsequentemente na fase
telogena. Com isso, ocorre a mudanca no ciclo de crescimento capilar e a
consequente miniaturizacdo desses foliculos pilosos (RANDALL, 2007;
MESSENGER, 2008).

Evidéncias que ainda reforcam o envolvimento hormonal na alopecia
androgenética sdo o nao desenvolvimento de calvicie por parte de individuos
castrados ou acometidos pela sindrome da deficiéncia da enzima 5-alfa-redutase e o
desenvolvimento de AAG por parte de individuos castrados tratados com reposicao
de hormdnios andrégenos (TRUEB, 2002).
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A acao hormonal da testosterona e DHT sobre o crescimento dos pelos do
corpo ocorrem de forma diferenciada a dos foliculos capilares. Apds a puberdade, por
exemplo, ocorre o engrossamento dos pelos pubianos e das axilas, em ambos 0s
sexos, mediado pela acdo dos andrégenos, resultando na conversao dos pelos, tipo
velo em pelos terminais (SINCLAIR, 2005).

Por outro lado, os foliculos pilosos geneticamente predispostos, apresentam
um comportamento inverso ao descrito anteriormente, tendo uma converséo
progressiva dos cabelos tipo terminal em cabelos tipo velo, o que confere um efeito
biolégico paradoxal aos horménios andrégenos sobre o crescimento capilar (MAIER,
2008; RANDALL, 2007).

No homem, 95% da producdo da testosterona circulante ocorre
principalmente pelas células intersticiais (ou células de Leydig) presentes nos
testiculos (BHASIN, 2003). Além disso, a sua secre¢ao também ocorre diretamente
pela glandula adrenal juntamente com a conversdo periférica de pré-horménios a
testosterona correspondendo aos cinco por cento restantes desse horménio (BHASIN,
2003).

Na mulher, uma pequena quantidade de testosterona € produzida pelos
ovarios, pois os androgenos sdo compostos intermediarios na biossintese dos
hormoénios estrogénicos (BHASIN, 2003; BRUGGERMEIER; MILLER; DALTON,
2002).

Em tecidos especificos a enzima 5-alfa-redutase age sobre a testosterona e
leva a formacéo de 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT) que é o mais potente horménio
androgeno (MAIER, 2008).

2.2.2.2 Apresentacédo Clinica da AAG

A AAG afeta ambos os géneros, porém é mais comum nos homens do que
nas mulheres, sendo que tem uma prevaléncia de 30% em homens adultos na faixa
dos 30 anos de idade e, em mulheres, com igual idade cerca de 3-6%. Em homens
com faixa etaria de 50 anos é relatada uma prevaléncia de 50% e em idades
superiores a 70 anos a prevaléncia é de 70% nos homens e 42% para as mulheres.
Verifica-se entdo, que a patologia passa por um aumento e agravamento com o
decorrer da idade (ELLIS, 2002; BLUMEYER et al., 2011).
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Os dados epidemioldgicos variam de acordo com as etnias, ha medida em
gue a populagdo caucasiana € a mais afetada, numa razédo quatro vezes superior a
populacéo africana (RAFI; KATZ, 2011).

2.2.2.3 Padréo de apresentacao da AAG

Ao contrario dos outros tipos de alopecias, a queda de cabelo na AAG é
definida por um padrédo tal qual demonstra a Escala Norwood (Figura 5) e Escala
Hamilton (Figura 6), onde este padréo é diferente para homens e mulheres. O mais
comum no género masculino é o padrdao Norwood-Hamilton, onde se verifica uma
recessdo da linha frontal do cabelo, principalmente num padrdo triangular e
posteriormente um afinamento no vértice (PEREIRA; SINCLAIR, 2014).

Figura 5 - Escala Norwood - Padréo de alopecia no sexo masculino.
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Fonte: MESSENGER (2008).



https://www.google.com/url?sa=i&url=https://diogocoimbra.com.br/calvicie-masculina/&psig=AOvVaw0f-wnueNRVXxAocqCQ3xM6&ust=1591973432801000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCKjUp8SB-ukCFQAAAAAdAAAAABAk

30

Figura 6 - Escala de Hamilton - Padréo de alopecia no sexo feminino.

Fonte: PEREIRA,; SINCLAIR (2014)

Clinicamente, a AAG pode ser descrita como o resultado da reducao gradual
do foliculo piloso e alteracédo da dinamica do ciclo do cabelo e, ao longo do tempo, a
duracdo da fase anagena diminui enquanto a duracdo da fase telogena aumenta. A
duracdo da fase anagena é o principal determinante no comprimento do cabelo, pois
0 comprimento maximo do novo cabelo sera mais curto do que o do seu antecessor.
Esta fase normalmente tem uma duracéao tao curta que o fio de cabelo ndo consegue
alcancar a superficie da pele, assim o periodo de laténcia entre o cabelo em fase
teldgena e a nova fase anagena torna-se mais longo, o que conduz a uma reducao no
numero de cabelos presentes no couro cabeludo (PEREIRA; SINCLAIR, 2014).

A reducéo folicular que acompanha estas mudancas de ciclo do cabelo o afeta
de modo geral, afetando a papila, a matriz e a haste do cabelo, conduzindo a

passagem de um cabelo terminal para um cabelo velo (BLUMEYER et al., 2011).
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2.2.3 Fatores Genéticos

Os genes que estéo envolvidos na AAG nao estao completamente elucidados,
no entanto, pensa-se que provavelmente seja uma doenga autossdomica dominante.
Varios estudos tém sido feitos no sentido de conseguir relacionar o fator genético com
a AAG. Diversos resultados foram encontrados quanto a dependéncia de ocorréncia
AAG com o polimorfismo no gene que codifica a ornitina decarboxilase, a qual
desempenha um papel importante na regulacdo do ciclo do cabelo (CZUBATKA;
KIMEC, 2014).

Outros estudos sugerem que as variantes genéticas presentes no gene que
codifica o receptor androgénico (RA), ou as que estiverem proximas tem um efeito na
ocorréncia da AAG, sugerido por um aumento da concentracdo do receptor de
androgénio e sua atividade, podem aumentar a sensibilidade a DHT. Quando a DHT
se liga aos receptores androgénicos, forma um complexo que entra no ndcleo da
célula capilar combinando-se com o Acido Desoxirribonucleico (ADN), levando assim
a ativacdo de genes e a producdo de proteinas responsaveis pela transformacao
gradual de foliculos pilosos normais em foliculos miniaturizados. Esta transformacéo
faz com que a fase anagena se torne mais curta e alonga o periodo da fase teldgena
(CZUBATKA et al., 2014).

Ha relatos em que a presenca da AAG na mée ou irmas do doente é um fator
de progndstico desfavoravel, pois demonstraram que o gene EDA2R, localizado no
cromossomo X, esta associado a frequéncia de AAG, podendo assim confirmar o
impacto dos fatores genéticos herdados da mée, embora ndo explicam a heranca
observada por parte do pai (CASH et al., 1999).

Outros estudos observaram que a transmissao da AAG verificada de pai para
filho, levanta a hipétese de que um gene no cromossomo Y pode contribuir para esta
condicdo. Isto se da pelo fato de que o cromossomo Y determina o sexo e as
concentracfes de esteroides sexuais, tais como a testosterona e DHT (HUNT,;
MCHALE, 2005).

Existem estudos que defendem que o aumento da concentracdo do RA é
necessario, mas nédo suficiente para causar AAG, podendo haver outros genes que
controlam a producéo de DHT que estejam agindo em conjunto com o RA. Dado que
a concentracao de 5-alfa-redutase no couro cabeludo calvo se encontra aumentada,

0S possiveis genes responsaveis e que ainda nao foram identificados, poderao ser
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genes que codificam fatores de transcrigdo que regulam a producdo de 5a-redutase
(HUNT; MCHALE, 2005).

Para além dos genes relacionados com androgénios, existe muita
investigacao relativa a genes que estado envolvidos na padronizacao, sinalizacao e
morfogénese do foliculo piloso. Ainda serdo necessarios muitos avangos nesta area,
pois a descoberta de genes que estdo envolvidos na predisposi¢cdo para AAG ir4
conduzir a tratamentos a niveis molecular e celular, que como ndo atuam apenas na
inibicdo das enzimas envolvidas no aumento dos androgénios no couro cabeludo

calvo, ndo serad uma terapéutica supressiva, mas sim curativa (MESSENGER, 2008).

2.2.4 Impacto psicolégico da alopecia

O cabelo é um importante fator da aparéncia humana para reconhecimento
dos individuos, simbolo de saude e juventude, além de ser um fator determinante de
atracdo fisica, sexualidade, feminilidade ou masculinidade (HURK et al., 2010).
Considerando essa importancia, a perda de cabelos, embora tenha poucos efeitos
nocivos sobre o organismo, pode influenciar psicologicamente o individuo acometido
pela AAG, desencadeando patologias como ansiedade e a depressdo (HUNT;
MCHALE, 2005).

Problemas associados com a queda de cabelo também tém direcionado
estudos para verificar uma correlacéo dessa condi¢cdo com a diminui¢cdo na qualidade
de vida (WILLIAMSON et al., 2001). Em mulheres, verificou-se que entre 0os aspectos
mais negativos estavam: a incapacidade de arrumar os cabelos, a insatisfagcdo com a
aparéncia e a preocupacao com a continuidade da queda de cabelo (GIRMAN et al.,
1999).

O sentimento de vulnerabilidade, diminuicdo da autoestima e alteracdo da
autoimagem também sdo algumas das implicacdes causadas pelo desenvolvimento
da alopecia, os quais sao relatados por uma grande parcela dos pacientes
(WILLIAMSON et al., 2001).

Estudos demonstram ainda a influéncia dos problemas de autoconfianca
sobre o cotidiano das pessoas com algum grau de alopecia e essas pessoas tendem
a evitar sair de casa e a continuidade dessa condicdo muitas vezes influencia
negativamente até mesmo no ambiente laboral (HUNT; MCHALE, 2005). O

sentimento de impoténcia que é gerado frente a continuidade da doenca torna-se um
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fator de preocupacédo entre uma parcela dos pacientes, uma vez que a AAG é uma
condicao progressiva (GIRMAN, 1999).

Apesar de esta patologia influenciar negativamente a qualidade de vida dos
pacientes, o modo como os individuos enfrentam o problema ou sdo acometidos por
questbes de ordem psicoldgica varia entre eles. Pessoas inseguras, com historico
prévio de desordens psicolégicas e jovens solteiros sdo mais predispostos a
apresentar esses problemas de fundo emocional (CASH et al., 1999).

A busca pelo tratamento pode ser um processo dificil, muitas vezes a postura
adotada por alguns médicos, 0s quais menosprezam a relevancia da situacdo, causa
certo descontentamento no paciente, retardando ou inibindo essa busca
(MESSENGER, 2008).

2.3 Tratamentos da AAG

2.3.1 Tratamento Medicamentoso

A busca por tratamento para alopecia, representa um sentimento de
inconformidade desenvolvido pelo paciente com relacdo a perda de cabelos
progressiva e com sua imagem pessoal, sempre natentativa de melhorar a autoestima
e a auto percepcao (CASH, 1999). O uso de artificios para disfarcar a calvicie, como
0 uso de chapéus e proteses capilares as chamadas perucas, ou o0 simples ato de
arrumar o cabelo também séo recursos que, frequentemente, os pacientes fazem uso
(SINCLAIR, 2005).

O tratamento para AAG amplamente utilizado sdo os farmacos que agem
sobre as enzimas envolvidas na sintese dos horménios masculinos e dos receptores
androgénicos. Esses farmacos estdo amplamente disponiveis na terapéutica, contudo
a indicacdo principal dos mesmos ndo € no tratamento da AAG, mas sim outras
condicdes como acne e hiperandrogenismo em mulheres, além da hiperplasia ou
neoplasia da préstata em homens, patologias as quais sdo desencadeadas da mesma
forma que a alopecia, porém em outros tecidos (BRUEGGEMEIER; MILLER;
DALTON, 2002).
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A terapéutica medicamentosa para o tratamento da AAG pode ser dividida em
dependente e independente de androgénios. Os farmacos dependentes de
androgénios agem reduzindo os niveis de testosterona e servem como bloqueadores
dos receptores de androgénio ou inibidores da 5-alfa-redutase, j& os medicamentos
independentes de androgénios desenvolvem a sua acdo através de diferentes
mecanismos independentes dos fatores hormonais (VAROTHAI; BERGFELD, 2014).

O farmaco mais utilizado de acado sistémica, aprovado pelo FDA para o
tratamento da alopecia androgenética masculina, € a finasterida (SINCLAIR et al.,
2005). Os efeitos colaterais observados no tratamento medicamentoso Ss&o
geralmente relevantes para a adesado ao tratamento, principalmente quando
empregados farmacos que competem pela ligacdo ao receptor de andrégenos (RA).
Sinais de feminilizacdo, como a ginecomastia, queda da libido, queda do volume do
ejaculado e disfuncéo erétil, sdo os efeitos colaterais mais comumente encontrados e
indesejados nos homens quando tratados com anti-androgenos (ROOS; SHAPIRO,
2005; MELLA et al., 2010).

2.3.1.1 Finasterida

2.3.1.1.1 Propriedades fisico-quimicas

A finasterida faz parte dos inibidores sintéticos de 5-alfa-redutase tipo II,
enzima responsavel pela conversado da testosterona em DHT (MCCOY et al., 2012).
Entre as propriedades fisico-quimicas dessa molécula estéo a insolubilidade em agua
e a solubilidade em alcool e diclorometano. A finasterida (Figura 7) se apresenta como
um po cristalino branco que pode exibir polimorfismo, possui peso molecular de 372,5
g/mol e sua nomenclatura quimica é (5a,17B)-N-(1,1-Dimethylethyl)-3-oxo0-4-
azaandrost-1-ene-17-carboxamide (FARMACOPEIA, 2010). De acordo com o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, a finasterida é pertencente a Classe Il

(farmacos pouco soluveis e altamente permeéaveis) (ALMEIDA; MARQUES, 2011).
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2.3.1.1.2 Mecanismo de acao

A acdo da finasterida envolve a inibicdo da conversdo da testosterona em
DHT nos tecidos onde ocorre a expressao da enzima 5-alfa-redutase (Figura 7)
(PEREZ, 2004).

Figura 7 - Inibidor de 5-alfa-redutase.

(OHT)
di-hidrotestosterona

Finasterida

Fonte: Adaptado de PHARMASPECIAL, 2020.

As isoenzimas 5-alfa-redutase tipo | e tipo Il encontram-se nos seres humanos
e cada uma destas possui diferente expressao em diversos tecidos. O tipo | possui
maior predominancia nas glandulas sebaceas em grande parte das regifes da pele,
couro cabeludo e figado, e € responsavel por aproximadamente um terco da DHT
circulante. A tipo Il encontra-se principalmente na prOstata, vesiculas seminais,
epididimo, foliculos de cabelo, assim como no figado, e é responsavel por dois tercos
de DHT circulante (INFARMED, 2011).

Para o tratamento da prostata a dose usual diaria administrada pela via oral &
de 5 mg, ja para a tratamento da alopecia androgenética em pacientes do sexo
masculino, a dose diaria administrada € de 1 mg também por via oral (PEREZ, 2004).
Deste modo, a finasterida bloqueia seletivamente a acdo androgénica, diminuindo os
niveis de DHT em 6rgaos alvo tais como a préstata e o couro cabeludo sem afetar os
niveis de testosterona circulante, preservando assim os efeitos androgenos na forca
muscular, densidade 6ssea e fungdo sexual (GORMLEY, 1995). A reducgé&o dos niveis

de DHT no couro cabeludo (Figura 8) pode inibir o processo responsavel pela
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miniaturizacdo dos foliculos capilares, levando a reversdo do processo de calvicie

(KOROLKOVAS, 2009).

Figura 8 - Acdo da DHT no foliculo piloso apds conversédo pela enzima 5-alfa-redutase e

miniaturizagdo do foliculo piloso.

Cabelo longo
muito
pigmentado

Receptor de
androgénio

Cabelo curto
despigmentado

5a-redutase

/ w
J g
| L J
DHT
Testosterona: = - Ul oo »

Miniaturizacao

Fonte: DUARTE (2015).

Para pacientes do sexo feminino, a terapia deve ser muito bem avaliada, pois

0 uso do farmaco pode ter efeitos teratogénicos, neste caso o uso em mulheres com
idade fértil ndo é recomendado (PEREIRA; SINCLAIR, 2014).

2.3.1.2 Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento séo citocinas, proteinas produzidas naturalmente

pelas células e responsaveis pelo fendmeno conhecido como “Comunicacao Celular”

(MARONA et al., 2004). A comunicacao quimica é dinamica e dependente do efeito

complementar entre os diferentes tipos de fatores de crescimento. Em uma situacao

de equilibrio as células produzem a quantidade adequada dessas citocinas garantindo

o estimulo as demais células e o perfeito funcionamento do tecido. Dessa forma, o



37

crescimento que ocorre bem como a proliferagéo celular em diversas partes do corpo
€ um processo dependente da angiogénese (BARSANTI, 2009).

A angiogénese é um processo fundamental e complexo no qual ocorre
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, sendo essencial
em condicdes fisiolégicas como ovulacdo, desenvolvimento do corpo lateo,
embriogénese, crescimento tecidual, crescimento e reposi¢cdo capilar através de seus
foliculos, desenvolvimento mamario na lactacdo, resposta imune, inflamacéo e
cicatrizacdo (BARSANTI, 2009). Os vasos alvos dos fatores angiogénicos sao 0s
capilares venosos e as vénulas terminais, 0s quais apresentam pequeno calibre com
células endoteliais sobre uma lamina basal coberta por uma camada descontinua de
células musculares lisas (MULINARI-BRENNER; SOARES, 2009).

Um dos processos iniciais da resposta angiogénica é a quebra das ligacdes
entre as células dessas camadas. As células endoteliais ativadas geram enzimas
proteoliticas que permitem a degradacao da matriz extracelular e migracdo dessas
células através da membrana basal, a partir do vaso da qual se originam, expressando
moléculas de ades&o na superficie celular. Diante do exposto as proteinas auxiliam
os fatores de crescimento e atuam como indutoras de reposicdo endotelial o que
possibilita o crescimento. (MULINARI-BRENNER; SOARES, 2009).

O arsenal terapéutico que atua na tricologia oferece o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), proteina de sinalizagdo que promove 0 crescimento e
renovacado dos vasos sanguineos. Faz parte do mecanismo que restaura o fluxo
sanguineo as areas teciduais do sangue proporcionando a oxigenacado devido a
circulacao sanguinea comprometida (MULINARI-BRENNER; SOARES, 2009).

2.3.1.2.1 Fatores de Crescimento Bioidénticos

Muitos fatores de crescimento sé@o versateis, estimulando a divisdo celular em
diferentes tipos de células, enquanto outros sdo especificos para um tipo celular
particular. Os fatores de crescimento afetam a proliferacdo celular, a remodelagem
tecidual e o ciclo de crescimento capilar, bem como a diferenciacao folicular ( WEGER;
SCHLAKE, 2006) conforme Figura 9.
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Figura 9 - Fatores de crescimento para estimulo folicular.
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Fonte: Adaptado de PHARMASPECIAL, 2020.

2.4 Estratégias para o Tratamento da AAG

Para as pessoas que buscam tratamento ou maneiras de disfarcar a calvicie,
atualmente ha varios recursos como farmacos, transplantes, fototerapia,
microagulhamento e terapias adjuvantes. Os farmacos mais utilizados sdo o Minoxidil,
gue possui efeitos de vasodilatagdo e finasterida, um inibidor da 5 alfa redutase
(COSTA, 2016; SHAPIRO; THIERS, 2015). Quando nao tratada, a alopecia
androgenética tende a uma progressiva miniaturizagdo dos foliculos pilosos, tendo

uma taxa de reducdo do numero de cabelos de 5% por ano (ELLIS et al., 2002).
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O tratamento com farmacos auxilia na reducdo na perda de cabelo e
miniaturizacdo dos foliculos, com resultados visiveis, geralmente apés trés a seis
meses de administracdo. O crescimento do cabelo é percebido entre seis a doze
meses, devendo o tratamento ser continuo, uma vez que estes tratamentos ndo sdo
curativos. No tratamento de AAG, o desafio € garantir que os individuos entendam as
limitagGes dos tratamentos e a necessidade de manter a continuidade, uma vez que
muitos abandonam por medo de possiveis efeitos colaterais ja citados anteriormente.
O objetivo principal da terapéutica é evitar a progressao da perda de cabelo (LEE;
LEE, 2012).

Segundo Machado, Viera e Santamaria (2018) o primeiro estudo sobre o0 uso
de finasterida t6pico foi publicado had 20 anos, sendo as ultimas publicacdes nos
ultimos 8 anos comparando o uso topico de finasterida 0,25% com uso oral a 1 mg/dia.
Vérias concentracdes entre 0,005% até 1 % e em diferentes veiculos e posologias
também foram estudadas, onde a aplicacdo de uma vez ao dia obteve um resultado
significativo em reduzir os niveis de DHT no couro cabeludo.

Nos diferentes métodos de intervencédo, a mesoterapia utilizando finasterida
tem se destacado com excelentes resultados (SEI, 2020). As concentracdes
recomendadas para uso topico de finasterida é de 0,05% isoladamente ou em
associacéo ao Minoxidil IBEROQUIMICA, 2017; INFINITYPHARMA, 2020).

Com intuito de garantir a adesao ao tratamento, reduzir efeitos colaterais e ter
bons resultados no combate a AAG, a técnica MMP® (Microinfusdo de Medicamentos
na Pele), descrita recentemente na pratica médica, promove administracdo de
medicamentos através das injurias causadas por micro agulhas que atendam aos
principios adequados de esterilizacdo e descarte, utilizando um dispositivo para
realizar tatuagens. Neste caso o aparelho faz succdo do medicamento que sera
liberado, através das perfuracdes, durante a realizacdo do procedimento (CONTIN,
2016).

Na técnica de MMP® os principais farmacos empregados séo finasterida 0,05
mg/mL e blend contendo fatores de crescimento (Fator de Crescimento Insulinico,
IGF; Fator de Crescimento Fibroblastico Basico, bFGF; Fator de Crescimento
Endotelial Vascular, VEGF; e tripeptideo de cobre) 1,2 mg/100mL. Esses fatores de
crescimento sdo compostos que irdo atuar como mensageiros quimicos e participar
da divisdo celular, crescimento de células e vasos sanguineos proporcionando um

resultado benéfico para o crescimento capilar.
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2.5 Teste de Ames

Mutacdes sdo causadas por alterac6es na sequéncia de nucleotideos do DNA
de um gene. Quando essas altera¢cdes se acumulam, principalmente em um gene no
processo de divisdo celular ha probabilidade do aparecimento de um céncer
(NELSON; COX, 2011). Dentre as principais hipéteses sobre os mecanismos de acao
de substancias que provocam cancer encontram-se aquelas baseadas na inducéo de
mutacdes em células sométicas (MOREIRA et al., 2002).

Varias sdo as alteracdes possiveis nesta sequéncia de nucleotideos, podendo
ser a simples substituicdo de um par de base por outro até mesmo uma alteracéo
cromossOmica, onde pode ocorrer o desaparecimento de um cromossomo inteiro
(GRIFFITHS et al., 2008). Por estes motivos, julga-se importante avaliar o potencial
de mutagenicidade de substancias, sejam elas puras ou em conjunto (VARANDA et
al., 1997; VARGAS; MOTTA; HENRIQUES, 1993).

Neste estudo, foi empregado o teste de Ames, também conhecido como ensaio
Salmonella/microssoma, descrito em 1973 por Bruce Ames e equipe e revisado por
Mortelmans e Zeiger (2000). O teste baseia-se na inducédo de mutagdes reversas com
o emprego de linhagens de Salmonella typhimurium derivadas da parental labile toxin
LT2, auxotroéficas para histidina (his-), que apresenta diferentes mutacdes no operon
deste aminoacido, sendo construidas para detectar mutacdes do tipo deslocamento
do quadro de leitura (frameshift) ou substituicdo de pares de base no DNA
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000; UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

As cepas utilizadas para a realizacdo do teste foram TA97a, TA98, TA100 e
TA102 de Salmonella typhimurium. Cada cepa possui uma mutacéo distinta, de modo
que essas mutacBes agem como alvo para novas mutagfes, podendo restaurar a
funcdo de um gene e revertendo assim, a situacdo de dependéncia de histidina, em
um meio minimo, sendo facilmente visivel o0 aumento do namero de coldnias na
presenca de um mutageno (MARON; AMES,1983).

Além da mutacdo de histidina, as cepas possuem outras mutacdes que
aumentam a capacidade em detectar mutdgenos. A mutacao rfa causa perda parcial
na membrana de lipopolissacarideo, aumentando a permeabilidade para moléculas
grandes gue ndo penetrariam normalmente na membrana. A mutacdo uvrB é uma
delecdo em um gene que codifica o sistema de reparo por excisdo de DNA,

aumentando a sensibilidade na deteccdo de mutagenos. Esta delecdo estendeu-se
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até o gene de sintese de biotina, consequentemente, as bactérias necessitam de
biotina para sobreviver. A cepa TA102 nao contém esta mutacdo (MARON; AMES,
1983).

Todas as cepas possuem o plasmideo pKM101, que aumenta tanto a
mutagénese espontanea quanto a induzida por otimizar o sistema de reparo error
prone. Este plasmideo contém gene de resisténcia a ampicilina (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000). A cepa TA102 possui o plasmideo pAQ1, que carrega mutagdo no
gene hisG428 e gene de resisténcia a tetraciclina. Este plasmideo aumenta o numero
dos sitios alvos. As linhagens TA98 e TA97a detectam mutacdes do tipo frameshift, a
TA100 e TA102 detectam substituicdes de pares de bases e, ainda TA102 detecta
com eficiéncia varios mutagenos, como formaldeido, hidroperdxidos, bleomicina e
mitomicina C, que sao dificiimente detectados nas outras cepas (MARON; AMES,
1983).

A tabela 2 resume as caracteristicas genotipicas de cada cepa.

Tabela 2 - Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas padrao sugeridas para o ensaio de

Teste de Ames.

Mutagdo em
Cepa i Plasmideos | Outras muta¢des Tipo de mutagdo detectavel
is
] rfa A(uveB chi -
TA97 hisD6610 pKM101 Ja Al Frameshift | Adicdo de um par
his01242 bio) G:C
rfa A(uvrB chi . «
TASS hisD3052 pPKM 101 Frameshift Delegdo de um
bio) par G:C
rfa A(uvrB chi o
TA100 hisG46 pKM 101 bio) Substituigdo | G:C para A:T
pAQ 1 »
TA102 PKM 101, rfa Substituigdo : .
(hisG428) pAO1 AT para G:C
rfa A(uvrB chi o
TA1535 hisG46 - bio) Substitui¢do | G:C para A:T
rfa A(uveB chi -
TA1537 | hisC3076 - Frameshift | Adi¢do de um par
bio) G:C
rfa A(uvrB chi o "
TA1538 hisG46 - Frameshift | Dele¢do deum
bio) par G:C

Fonte: MORTELMANS; ZEIGER (2000). A delecdo (A) em uvrB também inclui os genes
nitrato redutase (chl) e biotina (bio). Frameshift, deslocamento do quadro de leitura.
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7

O teste de Ames € amplamente aceito pela comunidade cientifica e pelas
agéncias regulatérias como a Anvisa e pode ser aplicado na avaliacdo da
genotoxicidade de compostos quimicos puros ou misturas, produtos naturais, fluidos
corpéreos, ou, ainda, amostras ambientais. E parte das baterias de ensaios
internacionalmente propostas para registro de medicamentos, outras drogas,
formulagBes quimicas, incluindo as substancias ou misturas com ampla utilizagdo na
agricultura. Além disso, tem sido muito empregado em estudos para elucidacéo de
mecanismos de mutagénese e antimutagénese e na avaliacdo de efeitos sinérgicos
de misturas de compostos (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).
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3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo classifica-se como experimental in vitro com cepas de Salmonella

typhimurium (teste de Ames).

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Verificar a seguranca da combinacéao finasterida + blend contendo fatores de
crescimento (doravante denominado apenas como blend) pelo parametro

Salmonella/microssoma.

4.2 Especificos

- Determinar a toxicidade preliminar da finasterida e do blend em cepas
Salmonella typhimurium - TA100;

- Averiguar se 0os compostos isolados ou em combinacdo apresentam efeito
mutagénico em cepas de Salmonella typhimurium — TA97a, TA98, TA100 e TA102
pelo Teste de Ames (sem ativacdo metabdlica);

- Averiguar se a combinacao finasterida + blend apresenta efeito mutagénico
em cepas de Salmonella typhimurium — TA97a, TA98, TA100 e TA102 pelo Teste de

Ames (com ativacdo metabdlica).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Farmacos

5.1.1 Finasterida

A finasterida foi adquirida da Farméacia Apotheka - Farméacia de Manipulacao
Enterprise LTDA - CNPJ: 05.910.221-0001/10, Sorocaba/SP.

5.1.2 Blend

O blend (IGF, bFGF, VEGF e complexo glicina-histidina-lisina:cobre, GHK:Cu
(1:1) foi adquirido de Centro Paulista de Desenvolvimento Farmacotécnico Ltda |
Centro Paulista Laboratorio | CNPJ: 05.724.370/0001-95, Sdo Paulo e doado
gentilmente pela médica dermatologista Dra. Estrela Machado, CRM 79618 SP.

5.1.3 Linhagens de Salmonella typhimurium

As linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. typhimurium, foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley (Califérnia,
EUA) e mantidas pela Dra. Flavia Aparecida Resende (UNIARA — Universidade de
Araragquara — SP), que gentilmente doou a Uniso (04/12/2017). As linhagens de S.
typhimurium estdo estocadas em viais criogénicos (2,0 mL) e mantidas no freezer
vertical de ultrabaixa temperatura (Coldlab®) do LaPeNM (Laboratério de Pesquisa
em Neurofarmacologia e Multidisciplinar) a -80 °C para que se mantenham inalteradas
todas as suas caracteristicas genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura foi adicionada
0,1 mL de dimetilsuféxido (DMSO - Sigma-Aldrich) que € um crioprotetor
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

Neste estudo foi utilizada a taxa de reversao espontanea para cada linhagem,
testada em condi¢cdes de auséncia e presenca da mistura S9, de acordo com a Tabela

3, seguindo o preconizado por Mortelmans e Zeiger (2000).
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Tabela 3 - Taxa de reversédo espontanea por placa.

Linhagem Revertentes sem S9* Revertentes com S9*
TA 97a 75— 200 100 — 200
TA 98 20-50 20 - 50
TA 100 75— 200 75— 200
TA 102 100 — 300 200 — 400

Fonte: MORTELMANS; ZEIGER (2000).
*Numero de col6nias de crescimento espontaneo por placa no Controle espontaneo.

5.2 Preparo e Procedimentos Experimentais

5.2.1 Preparo dos inéculos de Salmonella typhimurium

Com auxilio de alca de inoculagdo, uma pequena quantidade da cultura
estoque congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada
a 37 °C, por 11-14 h em shaker incubador (37 °C -100 rpm), de modo a obter uma
densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL. Apds o tempo, as culturas foram removidas e
mantidas refrigeradas em geladeira até o0 momento de uso (UMBUZEIRO; VARGAS,
2003).

5.2.2 Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura e solucbes necessarios para 0s ensaios de mutacao
reversa foram preparados de acordo com as especificacdes de Maron e Ames (1983),

abaixo descritos.

5.2.2.1 Caldo nutriente

O meio Nutrient Broth n® 2 (CM 0067 OXOID®) foi dissolvido em agua purificada
por osmose reversa na proporcao de 0,75 g/30 mL. O meio foi autoclavado a 121 °C,
por 20 min e apods o arrefecimento foi mantido refrigerado entre 2 a 8 °C. Este caldo

foi utilizado para o crescimento de culturas bacterianas de Salmonella typhimurium.
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5.2.2.2 Top agar

O Bacto Agar purificado (BD® Ref 214010) 0,6 % (m/v) e o Cloreto de sddio
(Sigma®) 0,5 % (m/v) foram dissolvidos em 100 mL de agua purificada por osmose
reversa. O meio foi autoclavado a 121 °C, por 20 min e apés o arrefecimento foi
mantido refrigerado entre 2 a 8 °C. O Top Agar é utilizado para crescimento das
colonias revertentes. No momento do uso, o Top foi fundido em forno de microondas,

adicionado de 10 mL de solug&o de biotina/histidina e homogeneizado.

5.2.2.3 Solugao de Biotina/Histidina (0,5 mM)

A D-Biotina (Sigma®) 0,00124g e a L-Histidina (Sigma®) 0,00096g foram
dissolvidas em 10 mL de agua purificada por osmose reversa aquecida a 45 °C. A
solucéo foi autoclavada a 121 °C por 20 min e apos o arrefecimento foi mantida
refrigerada entre 2 a 8 °C. Esta solucéo foi utilizada para suplementar o Top Agar

guanto a biotina e tracos de histidina.

5.2.2.4 Agar minimo nutriente

O Bacto Agar purificado (BD® Ref. 214010) foi pesado 7,5 g e dissolvido em
465 mL de agua purificada por osmose reversa e agitado até a dissolucdo. O Agar
minimo nutriente foi autoclavado a 121 °C por 20 min. Aguardou-se o esfriamento até
aproximadamente 60 °C e dentro da Capela de Fluxo Laminar, ao erlenmeyer
contendo o Agar minimo foi adicionado 10 mL de solucdo de sais de Vogel Bonner
(VB) e 25 mL de solucéo de glicose 40 % e agitado vigorosamente. Para a linhagem
TA97a foi utilizada a solucdo de glicose 8 %. Foi vertida a solu¢cdo de meio em placas
de Petri esterilizadas e descartaveis, as bolhas formadas foram retiradas com a chama
do bico de Bunsen. As placas foram incubadas invertidas em estufa a 37 °C por 48 h

para verificar a auséncia de contaminacao.

5.2.2.5 Solucao de sais de Vogel Bonner (VB)

Para a preparacdo de 100 mL da solugédo de sais de Vogel Bonner foram

pesados Sulfato de magnésio (Reagen®) 1,0 g, Acido citrico (Sigma®) 10,0 g, Fosfato
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de potassio dibasico (Merck® 50,0 g, Fosfato de sédio e amonio (Merck®) 17,5 g e
dissolvidos seguindo a sequéncia em 67 mL de agua purificada por osmose reversa
mantendo-se a temperatura de aproximadamente 45 °C. A solu¢ao foi autoclavada a
121 °C por 20 min.

5.2.2.6 Solucdes de Glicose a 40 % e 8 %

Para a preparacédo de 100 mL e 50 mL da solucéo de Glicose a 40 % e 8 %
foram pesados respectivamente 40 g e 4 g de D-Glucose (Sigma®) e dissolvidos,
respectivamente, em 90 mL e 50 mL de agua purificada por osmose reversa. As
solugdes foram autoclavadas a 121 °C por 20 min. A solucao de Glicose a 40 % é
usada para o preparo do Agar minimo glicosado para as linhagens TA98, TA100 e
TA102. A solucao de Glicose 8 % é usada para o preparo do Agar minimo glicosado

para a cepa TA97a.

5.2.2.7 Tampao de fosfato de sodio 0,2 M pH 7,4

Para a preparacao da Solucdo A foi pesada uma massa de 2,76 g de Fosfato
de sédio monobasico NaH2PO4 (Reagen®) e dissolvido em 100 mL de &gua purificada
por osmose reversa. Para a preparacao da Solucéo B foi pesado 2,84 g de Fosfato de
sodio dibasico Na:HPO4 (Merck®) e dissolvido em 100 mL de agua purificada por
osmose reversa. As solucdes A e B foram preparadas em dois béqueres separados.
Apos a calibracdo do pHmetro, foi colocado o eletrodo na solucdo A e adicionado aos
poucos a solucdo B até o pH atingir valor de 7,4. A solucdo tampao final foi
autoclavada a 121 °C por 20 min e apés o arrefecimento foi mantida refrigerado entre
2a8°C.

5.3 Mistura S9

Sabe-se que muitos compostos iniciadores do processo de carcinogénese
necessitam ser metabolizados antes de interagir com o material genético. Desse modo
realiza-se o teste de Ames na presenca e auséncia de um sistema de metabolizacao.
O sistema mais comumente utilizado, a fracdo microssomal S9, € composta por um

homogenato de células de figado de rato, previamente tratado com a mistura bifenil
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policlorinada (Aroclor 1254), que induz um aumento de enzimas P-450 neste 6rgao
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). E assim denominado pela obtencio de fragbes de
enzimas post mitocondriais no sobrenadante resultante da ultracentrifugacéo a 9.000
g, por 10 minutos, do homogenato hepatico (AMES et al., 1973).

5.3.1. B-NADP (B-Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato) 0,1 M

Para a preparacéao de solugéo 0,1 M foi pesada uma massa de 0,15308 g de B-
NADP (Sigma®) e dissolvida em 2 mL de agua purificada, tipo MilliQ, estéril. A solucéo

foi preparada no momento do uso em frasco esterilizado.

5.3.2 G6P (Glicose-6-fosfato) 1M

Para a preparacao de solucdo 1 M foi pesada uma massa de 0,084 g de G6P
(Sigma®) e dissolvida em 300 pL de &gua purificada, tipo MilliQ, estéril. A solugéo foi

preparada no momento do uso em frasco esterilizado.
5.3.3 Solucédo de KCI 1,65 M
Para a preparacao de solucéao 1,65 M foi pesada uma massa de 1,23 g de KCI

(Sigma®) e dissolvida em 10 mL de agua purificada por osmose reversa. A solugéo foi

autoclavada a 121 °C por 20 min e armazenado em freezer a -20 °C.
5.3.4 Solucao de MgCl» 0,4 M

Para a preparacao de solucdo 0,4 M foi pesada uma massa de 0,81 g de MgCl
(Sigma®) e dissolvida em 10 mL de agua purificada por osmose reversa. A solugéo foi
autoclavada a 121 °C por 20 min e armazenado em freezer a -20 °C.

5.3.5 Fracdo Microssomal S9

A Fracao S9 (11°01L Rat liver LS-9 / Aroclor 1254-induced male SD rat liver)

utilizada no sistema de ativacdo metabdlica foi adquirida liofilizada da MOLTOX®,
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armazenado a -20 °C e reconstituido com 2,0 mL de agua purificada, pelo sistema
MilliQ, estéril no momento do uso.

Foi usada a fracdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato Sprague
Dawley (fracdo pos-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir de
figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas, Aroclor 1254 — 500
mg/kg), o qual induz um conjunto de enzimas do sistema microssomal hepético.

A fracdo S9 revela se a substancia ou amostra € mutagénica em sua forma
original ou necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica. O
sistema de ativacdo metabdlica consiste de 4 % de fracdo S9, 1 % de 0,4 M de cloreto
de magnésio, 1 % de 1,65 M de cloreto de potassio, 0,5 % de 1 M de glicose-6-fosfato
e 4 % de 0,1 M de B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, além de 50 % de 0,2
M de tampéo fosfato pH 7,4 e 39,5 % de agua deionizada estéril (MARON; AMES,
1983). Essa mistura foi mantida resfriada em banho de gelo durante todo o ensaio.
Esta solucdo de trabalho foi preparada sempre a fresco e utilizada num periodo
méximo de 3 h.

5.4 Controles negativos e positivos

Os ensaios foram realizados sempre em presenca de controles negativos e
positivos (Figura 10) para assegurar a capacidade de resposta da linhagem e a

eficacia do sistema de ativacdo metabodlica.

Figura 10 - Crescimento de colbnias representativas de revertentes (His*) em (A), controle negativo e

(B), controle positivo.

Fonte: YOSHIDA et al. (2016).
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Diferentes solventes foram testados como controles negativos tais como
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma®), polietileno glicol 400 (PEG 400, Synth®) e agua
para dissolver as amostras e o volume por placa foi o mesmo utilizado para as

amostras (200 pL).

Como controles positivos foram usados produtos quimicos reconhecidamente
mutagénicos, especificos para cada linhagem de S. typhimurium, em concentracdes
definidas (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003), como descritos a seguir:

5.4.1 NPD (4-nitro-o-fenilenodiamino)

Uma massa de 0,001 g de NPD (Sigma®) foi pesada em balanca analitica
(Ohaus Discovery — DV214CD) e dissolvida em 5 mL de DMSO (Sigma®). Sendo este
o controle utilizado para as linhagens TA98 e TA97a em auséncia de S9. Foi utilizado

50 pL por placa em concentracao de 10,0 pg/placa.

5.4.2 NaNs (Azida sodica)

Uma massa de 0,0005 g de NaNs (Sigma®) foi pesada em balanca analitica
(Ohaus Discovery — DV214CD) e dissolvida em 10 mL de agua purificada, tipo MilliQ,
estéril. Sendo este o controle utilizado para a linhagem TA100 em auséncia de S9. Foi

utilizado 50 L por placa em concentracdo de 2,5 pg/placa.

5.4.3 MMC (Mitomicina C)

Uma massa de 0,0001 g de MMC (Sigma®) foi pesada em balanca analitica
(Ohaus Discovery — DV214CD) e dissolvida em 10 mL de agua purificada, tipo MilliQ,
estéril. Sendo este o controle utilizado para a linhagem TA102 em auséncia de S9. Foi

utilizado 10 L por placa em concentracao de 0,1 pg/placa.

5.4.4 2-AA (2-aminoantraceno)

Uma massa de 0,0003 g de 2-AA (Sigma®) foi pesada em balanca analitica
(Ohaus Discovery — DV214CD) e dissolvida em 10 mL de DMSO (Sigma®). Sendo
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este o controle utilizado para as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 na presencga

de S9. foi utilizado 50 pL por placa em concentracao de 1,25 ug/placa.

OBS.: A etapa com ativacdo metabdlica foi realizada com reducgéo proporcional a 50%
em todas as quantidades de reagentes e materiais, seguindo rigorosamente a
metodologia.
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6 PROTOCOLO DE ENSAIO

6.1 Teste Preliminar de Toxicidade

Os testes de toxicidade foram realizados isoladamente e em triplicata com a
finasterida, blend e associacéo finasterida + blend, em diferentes concentracdes até
um maximo de 5 mg/placa. Para avaliar a toxicidade foram observadas as
caracteristicas de crescimento da Ultima populacédo de bactérias na placa de agar
glicose minimo apds 48 h de incubacgdo. Durante a contagem das placas, a toxicidade
das amostras é evidenciada pela auséncia completa de crescimento, reducdo no
namero de revertentes His+ ou como um crescimento de fundo (backgroud) nas
placas teste de agar glicose minimo em comparacdo com as placas de controle
negativo e controle espontaneo. Uma diminuigdo no crescimento de colbnias com
mutacao reversa abaixo do controle espontaneo pode indicar toxicidade parcial, neste
caso as bactérias sobreviventes formam ainda micro colonias. A auséncia de
crescimento de colbnias e de crescimento de fundo indica um elevado grau de
toxicidade que impede o crescimento da bactéria e a formacdo do crescimento de
fundo (MORTELMANS; ZEIGER, 2000; VARGAS; MOTTA; HENRIQUES, 1993).

6.2 Teste de Ames pelo método de incorporacdo em placas com prévia

incubacao

O método escolhido para a realizacédo do teste de Ames foi o de incorporacao
em placas com prévia incubacédo (Figura 11), sendo este o recomendado pela
literatura (MORTELMANS; ZEIGER, 2000; UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). O teste foi
realizado na presenca e na auséncia de ativacao metabdlica com as linhagens TA97a,
TA98, TA100 e TA102.
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Figura 11 - Esquema do Teste de Ames. Método de incorporacao em placas com prévia incubacao.

" Cepa Pré Incubagéo Incorporacdo
I (] em Placas
x g [ 5]
-S9 . 4
Amostra
Revertentes
n espontaneos
I‘ 48h/372C
Amostra
\ - /
+S9
NN
. 1ot bt
! Varias doses C-; C+; C.espontaneo; Revertentes
Amostra S9 em Triplicata 12,5; 25; 50; 75; 100 uL/placa Espontaneos + induzidos

Fonte: Adaptado de UMBUZEIRO; VARGAS (2003).

O teste de incorporacdo em placas consiste na exposi¢cdo das linhagens de
Salmonella typhimurium e a amostra a testar em placa de agar glicose minimo na
presenca e auséncia do sistema de ativacdo metabdlica mistura S9 de acordo com a
metodologia de incubacé&o prévia, desenvolvida por Maron e Ames (1983). O método
de pré incubacdo (MARON; AMES, 1983) é caracterizado por uma etapa de incubacéo
antes do plagueamento. As culturas de bactérias e a mistura contendo a amostra
teste, em presenca e auséncia do sistema de metabolizacdo, foram previamente
incubadas por periodo de 20-30 min a 37 °C. Primeiramente realizou-se a identificacéo
dos tubos para, na sequéncia, adicionar a amostra. Todos os testes foram realizados
em triplicata.

Na sequéncia, adicionaram-se 0s controles negativos (solventes utilizados para
a dissolucdo dos compostos) e positivos (tabela 4), nos tubos correspondentes. A
presenca desses controles é importante para assegurar a capacidade de resposta da
linhagem e a eficacia do sistema de ativacdo metabdlica. Em seguida, adicionou-se o
tampéao fosfato e a bactéria, em todos os tubos, inclusive nos controles. Os tubos

foram colocados na estufa, para uma prévia incubacéo de 20-30 min a 37 °C.

Depois de cumprido o tempo de incubacéo, adicionou-se 2,0 mL de top Agar a
45 °C, suplementado com solucdo de biotina/histidina, em todos os tubos. Os tubos
foram homogeneizados e vertidos sobre a superficie da placa contendo agar glicose
minimo. Com a solidificacdo do top &gar, as placas foram incubadas invertidas, por 48

h a 37 °C. Depois de cumprido o tempo desta segunda incubacéo, procedeu-se, entao,
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a contagem do namero de revertentes por placa. Os ensaios com ativagdo metabdlica
seguiram o mesmo procedimento descrito anteriormente, porém, em uma das etapas,

substituiu-se apenas o tampao fosfato pela adicdo da fracao S9.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Salanal
(U.S.Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas,
NV, versao 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA),
adotando o modelo de Bernstein et al. (1982). Os dados (revertentes/placa) foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA), seguido de uma regresséao linear. O
indice de mutagenicidade (IM) também foi calculado para cada concentracao testada,

de acordo com a férmula a seguir.

M = numero de revertenteplaca com a amostra (revertentes induzidas)
numero de revertentesplaca do controle negativo

A amostra é considerada mutagénica quando a relacdo dose/resposta entre as
concentragdes testadas e o numero de revertentes induzidos e/ou quando o IM foi
maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses testadas (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000). O numero de revertentes no controle negativo € a taxa de reversao
espontanea obtida nas condi¢des do ensaio. Ao tratar essa mesma cultura com doses
crescentes do agente com atividade mutagénica, o niumero de revertentes por placa
aumenta, proporcionalmente ao aumento das doses de exposicao, até um platd, no
gual as doses aplicadas sao letais para as células por causarem excesso de danos
ao DNA. Conceitualmente uma amostra pode apresentar indicios de mutagénese para
as linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a, para indices imediatamente menores do
gue 2, desde que acompanhados de ANOVA significativa e o efeito dose-resposta
reprodutivel (VARGAS; MOTTA; HENRIQUES, 1993). A resposta é considerada
negativa quando a ANOVA néao for significativa nem for observado um efeito dose-

resposta.
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8 RESULTADOS

O teste de Ames é sempre precedido por um ensaio de Toxicidade Preliminar.
Neste estudo selecionou-se a linhagem TA100 de S. typhimurium para todas as

substancias testadas, conforme descritas a seguir.

8.1 Teste de toxicidade preliminar — Finasterida

Para cada 50 mg de finasterida foi adicionado 1,0 mL de DMSO resultando na
concentracdo de 50 mg/mL. Os ensaios de toxicidade realizados abrangeram cinco
concentracgOes diferentes por v/v da solu¢do de 50 mg/mL: 12,5 pL/mL; 25 uL /mL; 50
pL/mL; 75 pL/mL e 100 pL/mL, de acordo com o calculo mostrado abaixo, que
correspondem a faixa de 0,625 a 5 mg/placa. Nesta etapa, busca-se avaliar se até a
concentracdo maxima exigida para o teste de toxicidade (5 mg/placa), a finasterida
apresentaria alguma toxicidade, ao se observar as caracteristicas de crescimento de

colonias de bactérias na placa de agar glicose minimo apos 48h de incubacéo.

8.1.1 Calculo para a definicdo das concentracdes de finasterida:

50 mg/1000 pL (concentracao inicial de finasterida). Os volumes utilizados no

teste de toxicidade revelam a concentracéo de finasterida/placa, abaixo:

5 mg/placa ...... 100 pL (concentracdo maxima requerida por agéncias)
3,75 mg/placa ...... 75 uL
2,50 mg/placa ...... 50 uL
1,25 mg/placa ...... 25 L

0,625 mg/placa ...... 12,5 uL

Para este estudo utilizou-se a linhagem TA100 de S. typhimurium tomando-se
0,9 mL de cultura e 0,1 mL de DMSO. Apdés o tempo de incubacédo e contagem das
placas, todas as concentracfes testadas ndo apresentaram toxicidade, entdo, optou-
se por manter esta faixa de concentracdo (0,625 a 5 mg/placa) em ensaios

posteriores.
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Tabela 4 - Resultados da toxicidade preliminar do Finasterida.

TA 100 mg/placa N° revertentes DP
Controle + - 2092 +148

Controle - - 153 +34

_cg - Controle Esp. - 160 +13
= ?Em 100 pL 5 134,67 (0,88) 43,2
% S 75 pL 3,75 159,67 (1,04) +8,1
L% @ 50 pL 2,5 173 (1,13) 19,5
25 uL 1,25 145,3 (0,94) +1,52

12,5 uL 0,625 150,3 (0,98) 18,4

Legenda: Controle +: azida sodica; Controle-: dimetilsulféxido (DMSO); n° revertentes: nimero médio
das triplicatas; DP: desvio padréo.

Fonte: Elaboragao proépria.
8.2 Teste de toxicidade preliminar — Blend

O ensaio de toxicidade para o blend foi realizado utilizando os volumes (12,5
pL/mL; 25 pL /mL; 50 pL/mL; 75 pL/mL; 100 pL/mL) que correspondem a uma faixa
de concentracdo entre 150 a 6 mg/placa). O blend é fornecido na concentracédo de
1,2%. Nos testes foram avaliadas as caracteristicas de crescimento de col6nias de

bactérias na placa de agar glicose minimo apo6s 48h de incubacéo.
8.2.1 Calculo para a definicdo das concentracdes do blend:
O blend é de 1,2%, ou seja, contém 1,2 g dissolvido em 100 mL. Entretanto,

para se trabalhar com a concentracao requerida pelas agéncias (5.000 pg/placa ou 5

mg/placa), foram feitos os calculos abaixo:

(X 100 mL

1200 MG~ vooore 100.000 pL
1.200.000 PG .ervereeeen 100.000 pL
6.000 UG .rvvrreeeen 500 pL
5.000 UG orvvrveeeeen 416,6 L
2.500 UG orerrreneen 208,3 pL

1.200 4G .oererrereen 100 pL
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900 UG .eoeeiennnn 75 uL
600 g ..coeereenn 50 pL
300 Mg e 25 uL
(RSTOJN VTo IR 12,5 yL

Atabela 5 ilustra o ensaio de toxicidade preliminar do blend (0,15 a 6 mg/placa).
Note que a concentracdo de 2,5 mg/placa se mostra proxima ao nivel de toxicidade (~
0,6). Entretanto, na concentragao de sua apresentacdo comercial (1,2%) representada
pelo volume de 100 pL (1,2 mg/placa) ndo mostrou toxicidade.

Tabela 5 - Resultados da toxicidade preliminar do Blend.

TA 100 mg/placa N° revertentes DP
Controle + - 2310 +126,2
Controle - - 202 +60,9
Controle Esp. - 208,5 51,3
g 500 pL 6 144,7 (0,72) +13,87
'g Z'). 400 uL 5 147,7 (0,73) +11,06
= Eﬂ 200 pL 2,5 ===l 135 (0,67) +15,1
N 100 uL 1,2 236,7 (1,17) 124,79
= 75 pL 0,9 258,3 (1,28) +11,55
50 pL 0,6 230,3 (1,14) +17,21
25 uL 0,3 289 (1,43) 116,46
12,5 uL 0,15 284,7 (1,41) +17,62

Legenda: Controle +: azida sddica; Controle-: dimetilsulfoxido (DMSO); n° revertentes: nimero médio
das triplicatas; DP: desvio padrao.

Fonte: Elaboracéo proépria.

Apds o tempo de incubacdo e contagem das placas, a toxicidade ndo foi

evidenciada (Figura 12).
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FIGURA 12 - Controles positivo (A) e negativo (B) da linhagem TA100.

Fonte: Elaboracéo propria.

8.3 Teste de Ames — Finasterida, Blend e Mistura (-S9)

A partir dos resultados do teste preliminar de toxicidade, observando-se a curva
de dose e resposta sem toxicidade, iniciou-se o Teste de Ames sem ativacéo
metabdlica para o farmaco finasterida, blend e mistura, conforme resultados

mostrados nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 - Resultados do Teste Ames sem ativagdo metabdlica (-S9) - Finasterida
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Numero de revertentes (M + DP) / placa e (IM)

Tratamento mg/placa TA 97a TA98 TA 100 TA 102
-S9 -S9 -S9 -S9

0.0 117 +6 15+ 4 153 + 34 343+7
85 5 110 + 10 (0,9) 15 + 1 (1,0) 134+3(0,8) | 327+4(0,9)
5 % 3.75 120 + 38 (1,0) 13 + 2 (0,8) 159 +8(1,0) | 312+1(0,9)
o £ 25 119 + 11 (1,0) 12 + 2 (0,8) 173+9(1,1) | 335+4(0,9)
= @ 1.25 120 + 11 (1,0) 15 + 1 (0,9) 145+1(0,9) | 316 +32(0,9)
0.625 125 + 6 (1,0) 21+2(1,3) 150 +1(0,9) | 305 + 24 (0,9)
Controle + 606 + 39P 794 + 40P 2092 + 148° 1142 + 1401

Legenda: M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; #Controle negativo:
dimetilsulféxido (DMSO - 100 uL/placa); Controle + = Controle positivo - "4-nitro-o- fenilenodiamina
(NPD - 50 yL / placa — TA97a, TA98); cazida sodica (50 pL/placa - TA100); “mitomicina (10 pL/placa -
TA102), na auséncia de S9 (-S9).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 7 - Resultados do Teste Ames sem ativa¢éo metabdlica (-S9) — Blend
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Numero de revertentes (M + DP) / placa e (IM)

Tratamento TA 97a TA98 TA 100 TA 102
mg/placa -S9 - s9 -s9 - s9

0.02 37+4 8+3 202 £ 60 150 + 15
~ 6 43+7(1,1) 8+0(1,0) | 144+13(0,7) | 136+ 11 (0,9)
£ 5 40 + 6 (1,0) 5+1(05) | 147+11(0,7) | 161+ 10 (1,0)
E % 25 46+ 7 (1,2) 7+3(0,9) | 135+15(0,6) | 149 +23(0,9)
@ E 1.2 46+ 6 (1,2) 4+1(0,6) | 236+24(1,1) | 117+58(0,7)
=) 0.9 42 +1(1,1) 8+2(1,0) | 258+11(1,2) | 109+ 96 (0,7)

Controle + 633 + 37° 695 + 49° 2310+ 126° | 720 + 195¢

Legenda: M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
dimetilsulféxido (DMSO - 100 uL / placa); Controle + = Controle positivo - *4-nitro-o- fenilenodiamina
(NPD - 50 uL/ placa — TA97a, TA98); cazida sddica (50 pL/placa - TA100); mitomicina (10 yL/placa -

TA102), na auséncia de S9 (-S9).

Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 8 - Resultados do Teste Ames sem ativacdo metabdlica (-S9) — Mistura: Finasterida + Blend

(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Tratamento Numero de revertentes (M £ DP) / placa e (IM)
mg/placa TA 97a TA98 TA 100 TA 102
Blend Finasterida -S9 -S9 -S9 -S9
1,2mg/0,1mL 50mg/mL
0.02 92+14 14+£2 288 £ 59 221 +£42
6 5 69+53(0,7) | 24+10(1,6) | 256 + 23 (0,8) 252 + 18 (1,1)
5 3,75 112 +15(1,2) | 21+2(1,4) 285 + 42 (0,9) 224 + 15 (1,0)
2,5 2,5 128 +12 (1,3) | 15+2(1,0) 306 + 19 (1,0) 266 + 44 (1,2)
1,2 1,25 99 +41(1,0) | 22+5(1,5) 259 + 24 (0,8) 242 + 10 (1,0)
0,9 0,625 116 +7(1,2) | 19+4(1,2) 242 + 25 (0,8) 203 + 46 (0,9)
Controle + 1119 + 197° 1223 + 201° 1871 £ 263° 1097 + 328°

Legenda: M £ DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
= Controle positivo - 4-nitro-o-
fenilenodiamina (NPD - 50 yL/placa — TA97a, TA98); cazida sddica (50 pL/placa - TA100); “mitomicina

polietileno glicol 400 (PEG 400 - 100 pL/placa); Controle +

(10 pL/placa - TA102), na auséncia de S9 (—-S9).

Fonte: Elaborac&o proépria.

Ao observar o numero de revertentes por placas nos volumes usados, nos

ensaios sem ativacdo metabdlica, os farmacos testados isolados e em mistura néo se

apresentaram mutagénicos a nenhuma das linhagens testadas.
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8.4 Teste de Ames — Mistura: Finasterida + Blend (+S9)

O resultado obtido com ativacdo metabdlica realizado com a mistura
Finasterida + Blend (nas mesmas concentragdes utilizadas no ensaio sem ativagao

metabdlica, tabela 8) é mostrado na tabela 9.

Tabela 9 - Resultados do Teste Ames com ativagédo metabdlica (+S9) — Mistura Finasterida + Blend
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Tratamento Numero de revertentes (M + DP) / placa e (IM)
mg/placa TA 97a TA98 TA 100 TA 102
Blend Finasterida + S9 + S9 + S9 + S9
1,2mg/0,1mL 50mg/mL
0.02 155 + 49 36+2 136 + 4 266 + 27
6 5 639+ 112 (4,1) | 516 +72 (14,3) 638 + 40 (4,6) 823 + 173 (3,0)
5 3,75 346 +60 (2,2) | 558+ 71(15,5) | 558 + 114 (4,0) | 522 +157 (1,9)
2,5 2,5 496 + 15 (3,1) | 400+99 (11,1) | 348+21(2,5) | 530+ 109 (1,9)
1,2 1,25 341+60(2,1) | 364+76(10,1) | 330+29(2,4) 571 + 30 (2,1)
0,9 0,625 242 +31(1,5) | 167+126(4,6) | 302+ 11(2,2) 462 + 76 (1,7)
Controle + 444 + 41° 381+ 72°(10,5) | 848 +24°(6,2) | 460 +37°(1,7)

Legenda: M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
polietileno glicol 400 (PEG 400 - 100 pL/placa); Controle + = Controle positivo: °2-aminoantraceno (50
pL/placa — TA97a, TA98, TA100); °2-aminofluoreno (50 UL/ placa - TA102), na presenca de S9 (+S9).

Fonte: Elaboracédo prépria.

Ao observar o numero de revertentes por placas nos volumes usados, nos
ensaios com ativacdo metabdlica, os farmacos testados em mistura apresentaram
mutagenicidade para todas as linhagens testadas. Note que dentre os controles
positivos, o aminofluoreno nao atingiu o valor minimo de indice de mutagenicidade
IM>2,0, tendo sido substituido para aminoantraceno nos ensaios posteriores.

Frente ao inesperado resultado de mutagenicidade da mistura testada em
presenca de ativacdo metabdlica, excluiu-se a participacdo da finasterida em virtude
do composto ser biotransformado (hidroxilacdo e oxida¢ao) por enzimas microssomais
(CYP3A4) a produtos ndo toxicos, eliminados parte pelas fezes e pela urina
conjugados ao acido glicurénico. Como inexistem na literatura ensaios do blend sob o
testar

parametro da mutagenicidade (Salmonella/microssoma), optou-se por
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isoladamente o blend em presenca de ativacdo metabdlica, conforme mostra a tabela

10.
Tabela 10 - Resultados do Teste Ames com ativagdo metabdlica (+S9) — Blend
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Numero de revertentes (M = DP) / placa e (IM)

Tratamento TA 97a TA9S TA 100 TA 102
mg/placa + 59 + 59 + 59 + 59
0.0 103 + 15 29 + 15 150 + 25 193% 35
5 NC NC NC NC
2 25 NC NC NC NC
23 1,2 NC 322 + 33 (11,1) NC NC
= § 0,6 NC 311+213(10,7) | 752 +316 (5,0) | 918 179 (4,7)
< 0,3 409 + 35 (3,9) NC 265+86(1,7) | 642+102(3,3)
Controle+ | 2054 + 42 1550 + 138° 23096 + 292 399 + 6°

Legenda: M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
polietileno glicol 400 (PEG 400 - 100 pL / placa); Controle + = Controle positivo: P2-aminoantraceno
(50 pL/placa — TA97a, TA98, TA100 e TA102), na presenca de S9 (+S9). NC, nado foi possivel a

contagem das colbnias.

Fonte: Elaboracédo prépria.

Observe que foi muito expressiva a quantidade de placas em que a contagem
de col6nias nao foi possivel (NC), pois resultou na formacao de um tapete de colbnias

apenas nas placas que continham o blend, como mostra a Figura 13.
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Figura 13 - Revertentes menor e maior concentragéo (+S9) — Blend
(TA97a; TA98; TA 100 e TA102).

TAO7a8
_5 mg/placa

Fonte: Elaboracao prépria.
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O fato da formacgéao do “tapete” de colénias nas placas nao ter acontecido com
as placas dos controles (Figura 14) mostra que ndo se trata de um evento causado
por contaminacdo por fungos (confirmados por coloracdo de gram, resultados nao
mostrados), mas de uma caracteristica do proprio blend quando exposto ao sistema
microssomal.

Figura 14 - Controle positivo (c+) das linhagens com ativacdo metabdlica (+S9) — Blend
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Fonte: Elaboracéo prépria.

No sentido de buscar a concentracdo segura do blend isoladamente, o teste foi
realizado na presenca de ativacdo metabdlica em concentracdes menores para se
obter uma curva dose-resposta até completa auséncia de mutagenicidade, e, em

seguida realizar o teste com a mistura.



65

8.5 Célculo para a definicdo das concentracdes em nanogramas do blend:

Para encontrar uma concentracdo segura, hdo mutagénica para o parametro
do Teste de Ames, trabalhamos com diluigBes. O blend € de 1,2%, ou seja, contém
1,2 g dissolvido em 100 mL, no entanto em teste anterior esta concentragdo se
mostrou extremamente mutagénica, conforme mostrou a tabela 10. Para este novo
teste trabalhamos com duas diluicbes para chegar em concentracbes em
nanogramas.

Para as primeiras concentragdes foi feito a diluicdo de 1000uL do blend em
99000 uL de agua estéril, em balédo volumétrico e foi realizado a pipetagem das placas
4, 5 e 6 e como ndo convém trabalhar com pipetagens menores, desta primeira
diluicdo, tomou-se 1000puL e foi novamente diluido em 99000uL de agua estéril
também em baldo volumétrico e desta diluicdo foi realizado a pipetagem das placas 6

e 7, conforme exibido abaixo:

129 e 100 mL
placas 4 0,12 mg/placa .............. 1000 pL
placas 5 0,012 mg/placa .............. 100 pL
placas 6 0,0012 mg/placa .............. 10 pL
placas 7 0,00012 mg/placa .............. 100 pL
placas 8 0,000012 mg/placa .............. 10 pL

8.6 Teste de Ames — Blend e Mistura em nanogramas (+S9)

A partir dos resultados anteriores que se apresentaram mutagénicos, novos
testes foram realizados em concentraces menores e com ativacdo metabdlica para
o farmaco blend. Nos testes realizados com a mistura, foi mantida a concentracdo do
finasterida em 50 mg/mL em todas as placas teste, conforme resultados mostrados

nas tabelas 11 e 12.



66

Tabela 11 - Resultados do Teste de Ames com Ativacdo Metabdlica (+S9) - Blend (diluicao)
(TA97a; TA98; TA100; TA102).

Numero de revertentes (M + DP) / placa e (IM)

Tratamento TA 97a TA98 TA 100 TA 102
mg/placa +S9 +S9 +S9 +S9
0,0 102 + 14 14 +2 14 +2 142 + 45
~ 0,12 204 + 36 (1,9) 9+5(0,6) 9 +5(0,6) 174 + 22 (1,2)
- E 0,012 191 + 40 (1,8) 17+ 1 (1,2) 17+ 1 (1,2) 194 + 26 (1,3)
na_? S 0,0012 111 + 7 (1,0) 13 +2(0,9) 13 +2(0,9) 222 + 20 (1,5)
=
3 0,00012 | 167 %12 (1,6) 17 + 4 (1,2) 17 + 4 (1,2) 222 + 12 (1,5)
0,000012 | 177 +71 (1,7) 15 + 1 (1,0) 15 + 1 (1,0) 188 + 21 (1,3)
Controle + 1424 + 44) 138 + 53° 2396 + 292V 312 + 11°

Legenda: M + DV = desvio médio e padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
polietileno glicol 400 (PEG 400 - 100 uL / placa); Controle + = Controle positivo: ®2-aminoantraceno (50
uL/placa - TA97a, TA98, TA100 e TA102), na presenca de S9 (+S9).

Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 12: Resultados do Teste de Ames com Ativacao Metabdlica (+S9) — Mistura: Finasterida +
Blend (diluicdo) (TA97a; TA98; TA100; TA102).

Tratamento Numero de revertentes (M = DP) / placa e (IM)
mg/placa TA 97a TA98 TA 100 TA 102
“somgmt. | 12mgioame| "2 * 89 * 89 * 89
0,02 120+ 31 30+4 2001 212 + 32
0,12 167 + 38 (1,3) 45 + 6 (1,4) 135 + 13 (0,6) 212 +14(0,9)
S 0,012 180 £33 (1,4) | 67 +19(2,1) 375 + 52 (1,0) 198 + 30 (0,9)
< 0,0012 127 +31(1,0) | 56+ 16 (1,8) 351 + 68 (1,7) 238 + 10 (1,1)
= 0,00012 154 + 21 (1,2) 64 + 6 (2,0) 280 + 81 (1,4) 233 + 27 (1,0)
0,000012 | 150+22(1,2) | 72+11(2,3) 444 + 87 (2,2) 218 + 28 (1,0)
Controle + 1296 + 44° 1114 + 78° 1588 + 78° 312 +11°

Legenda: M £ DV = desvio médio e padrdo; IM = indice de mutagenicidade; 2Controle negativo:
polietileno glicol 400 (PEG 400 - 100 uL / placa); Controle + = Controle positivo: ®2-aminoantraceno (50
pL/placa - TA97a, TA98, TA100 e TA102), na presenca de S9 (+S9).

Fonte: Elaboracéo proépria.

Observando o numero de revertentes por placas nos volumes usados, nos
ensaios com ativacdo metabdlica, o blend ndo apresentou mutagenicidade, porém
guando em mistura com finasterida os resultados foram mutagénicos para a cepa
TA98 podendo indicar alguma interacdo ou até mesmo pela fragilidade desta

linhagem.
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Desses resultados € importante ressaltar que a interpretacdo do teste de Ames
para mutagenicidade positiva leva em consideracdo que é suficiente uma Unica cepa
mostrar-se mutagénica, em qualquer concentracdo e com ou sem ativagéo

metabdlica.
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9 DISCUSSAO

Os dois medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento farmacolégico da AAG sao o minoxidil (topico) e a finasterida (oral),
considerados como padréo-ouro (IAMSUMANG; LEERUNYAKUL; SUCHONWANIT,
2020). Assim como o FDA, a Anvisa designa a alopecia como doenca cosmética
(GENSURE, 2018) e, como consequéncia, estimula o uso off label de novos
tratamentos para evitar a progressao da queda e, a0 mesmo tempo, promover o
crescimento dos cabelos.

Em 2008, Fernandes e Sinorini relataram que o processo de microagulhamento
estimulava e liberava fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento
fibroblastico (FGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), responsaveis
pela regulacao fisiologica das células da papila dérmica e da neoangiogénese. Na
mesma direcdo, Kubanov e colaboradores (2017) demonstraram que a reducao da
expressédo de VEGF na pele do couro cabeludo influenciava no quadro de AAG em
homens e mulheres, em detrimento de outros fatores que prevalecem no
acometimento da patologia principalmente em homens. Em adicdo, Gentile e
Garcovich (2019) demonstraram que os fatores de crescimento obtidos pelas
plaquetas (PRP) influenciavam no crescimento do cabelo através da proliferacéo
celular para prolongar a fase anagena, induzir o crescimento e proliferacdo celular,
estimular o desenvolvimento do foliculo capilar e suprimir a apoptose folicular. Dessa
forma, acrescentar fatores de crescimento (ALDAG et al., 2016) ao tratamento
tradicional de AAG passou a ser uma opcao meédica off label muito atraente,
administrada através de intradermoterapia, microagulhamento com o uso de canetas
ou de rollers e através de uma técnica denominada Microinfusdo de Medicamentos na
Pele (MMP®).

Por escassez de dados na literatura, este estudo foi conduzido com a finalidade
de se conhecer o potencial mutagénico da associacao finasterida + blend para inferir
a seguranca de tal uso. A discussao que se segue leva em consideragao os resultados
obtidos da Toxicidade preliminar e do Teste de Ames (sem e com ativacéo
metabdlica).

No teste de toxicidade preliminar da finasterida, as concentracdes testadas
entre 0,625 — 5,0 mg/placa ndo apresentaram toxicidade a cepa testada (TA100) e,

por coeréncia as informacdes técnicas (CAYMAN, 2019) atestando que a finasterida
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ndo € mutagénica (sem e com ativacdo metabdlica) sob este parametro, assumimos
esta condi¢do no presente estudo. Além disso, o referido farmaco € utilizado ha muitos
anos em humanos para tratamentos de hiperplasia benigna da prostata (HBP)
(GOODMAN et al.,, 2019) e AAG, tendo, portanto, sua eficAcia e seguranca
comprovadas e regulamentadas pelos 6rgdos reguladores. Ja o blend constituido
pelos fatores de crescimento IGF, bFGF, VEGF e pelo complexo glicina-histidina-
lisina:cobre, GHK:Cu (1:1) apresentou toxicidade a cepa TA100 a partir da
concentragéo de 2,5 mg/placa. Verificar a toxicidade preliminar dos compostos antes
de submeté-los ao teste de Ames (sem e com ativacdo metabdlica) € uma etapa
importante que leva em consideracdo a viabilidade das cepas (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000).

Na auséncia de ativacdo metabodlica nenhum composto (finasterida, blend ou
mistura) mostrou-se mutagénico nas concentracfes estudadas, em que pese a
ocorréncia de certa toxicidade como para a finasterida na maior concentracéo (5,0
mg/placa) na cepa TA97a. No teste do blend, a toxicidade também foi observada em
algumas concentracdes (ja apontada a partir de 2,5 mg/placa em TA100), mas agora
na concentracdo de 1,2 mg/placa em TA98. Essas toxicidades podem ter influenciado
em algum grau na inibicdo do crescimento de colbnias nas cepas testadas quando
expostas a mistura (finasterida + blend), conferindo ndo mutagenicidade a mistura.

A performance de ensaios in vitro € descrita em termos de sensibilidade
(proporcéao de carcinégenos genotéxicos que produzem resultados positivos em um
dado ensaio) e especificidade (proporcdo de ndo-carcindogenos — e idealmente nao-
genotdéxicos carcin6genos — que produzem resultados negativos) (COOPER;
SARACCI; COLE, 1979). O teste de Ames exibe razoavel especificidade (77%), e
pobre sensibilidade (60%) (KIRKLAND et al., 2005; WALMSLEY; BILLINTON, 2011).

Quando a mistura foi testada na presenca de enzimas metabolizadoras, todas
as cepas tornaram-se potencialmente mutagénicas pelo parametro do teste de Ames.
A finasterida é biotransformada por enzimas microssomais CYP3A4 para formar dois
metabdlitos w-hidroxifinasterida e finasterida-w-acido-6ico (HUSKEY et al., 1995) e
posteriormente eliminada conjugada ao acido glicurénico (LUNDAHL et al., 2009). O
fato de nado se ter conhecimento da formacao de metabdlitos intermediarios na reacéo
de biotransformacdo isenta a participacdo da finasterida na mutagenicidade

apresentada pela mistura.
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Ao testar o blend isoladamente, na concentragédo usual (1,2 mg/100 mL), na
presenca do sistema de metabolizagao confirmou-se a mutagenicidade revelando que
as enzimas microssomais ativaram os constituintes presentes no blend, que por sua
vez produziram reversdo das bactérias para a sua forma selvagem (+his, com indices
de mutagenicidade (IM) = 2. O crescimento das col6nias foi tdo intenso e se deu em
todas as cepas testadas (Figura 13), principalmente em placas que continham a maior
concentracéo do blend.

Uma explicacdo para este crescimento inesperado pode surgir de Nylund e
Einisto (1993), que publicaram sobre a influéncia de amostras biolégicas e proteinas
no teste de Ames/Salmonella, uma vez que essas moléculas possuem histidina e
fatores de crescimento relacionados a histidina que, por sua vez, podem produzir um
resultado falso positivo. Neste estudo trabalhamos com uma mistura que contém
fatores de crescimento — IGF, bFGF, VEGF e complexo de cobre glicina-histidina-
lisina, GHK: Cu (1:1). A presenca de histidina no complexo de cobre poderia explicar
os resultados obtidos uma vez que o crescimento descontrolado sO ocorreu na
presenca de ativacdo metabdlica, ou seja, apos a reacao de biotransformacéo. Além
disso, Nylund e Einistd (1993) também alertam sobre a presenca de preparacdes
enzimaticas devido a possivel quebra de estruturas proteicas e subsequente liberacao
de histidina livre e dipeptideos contendo histidina em solucdes de teste.

Considerando a forma de administracao por Microinfusédo de Medicamentos na
Pele (MMP®) espera-se que apds agir nos tecidos 0os compostos sejam absorvidos,
biotransformados e eliminados, como usualmente acontece com todas as substancias
guimicas em organismos vivos (ARBACH; SAMIR & GODOQY, 2013), o que tornaria o
blend um agente indireto para causar mutagenicidade nas concentracdes estudadas,
pois inevitavelmente seria exposto a um arsenal enzimatico, incluindo as enzimas
microssomais. Neste cenario todas as mutacdes (frameshift ou substituicdo) previstas
genotipicamente nas linhagens Salmonella/microssoma estariam contempladas pelo
blend. Segundo Arigony, De Oliveira e Machado (2013) o dano ao DNA é um dos
fatores mais importantes que podem comprometer a homeostase, resultando em
doencas crbnicas e certos tipos de cancer. Até mesmo componentes enddgenos,
como 0s micronutrientes, podem impactar negativamente o DNA, como ja observado
em desequilibrio causado por excesso ou deficiéncia de micronutrientes no corpo,
incluindo o cobre (BERGSTROM et al., 2012), ressaltando que cobre é um dos

compostos do blend.
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Novos ensaios do blend foram realizados com concentragbes menores, entre
0,12 - 0,000012 mg/placa na presenca de ativacdo metabdlica (+S9) e nesta etapa
nenhum efeito mutagénico foi observado nas cepas testadas (tabela 11). Nos testes
com a mistura se manteve as concentragdes do blend testado isoladamente e uma
concentracgao fixa de finasterida (5 mg/placa), e nesta fase efeitos mutagénicos foram
observados mesmo em concentragdes mais baixas na linhagem TA98 (tabela 12),
sensivel a mutacao por deslocamento no quadro de leitura (MARON; AMES, 1983). A
linhagem TA98 € um hisD3052-1 alelo frameshift de Salmonella typhimurium, tem a
adicdo do plasmideo pKM101l para aumentar a sensibilidade do mutageno
(DeMARINI, 2000), possui uma exclusdao em uvrB ((AuvrB)) incluindo os genes do
nitrato redutase e da biotina (chl, bio). O alelo hisD3052 € um alvo para reversao e as
mutacdes podem ser categorizadas em cinco grupos gerais: hotspot, delecdes,
duplicacdes, insercdes e complexo (DeMARINI et al., 1998). A Linhagem TA100 é um
hisG46 que codifica a primeira enzima em sua biossintese, resulta na substituicdo de
prolina para leucina (G:C — A:T) sendo marcadores para agentes mutagenos que
causam substituicdo de pares de bases (MARON; AMES, 1983). Os achados de
Jurado, Duram e Puevo (1993) mostram que ainda, que a linhagem TA100 possui um
histérico de resposta mutagénica mais sensivel que a TA98.

Entretanto, deve-se tomar muito cuidado na extrapolacao de dados obtidos de
ensaios in vitro, pois outros compostos que ocorrem naturalmente nos organismos de
mamiferos, como a cisteina e a glutationa, o mais importante antioxidante do nosso
organismo também foi mutagénico (GLATT; PROTIC-SABLJIC; OESCH, 1983).

Embora os testes tenham demonstrado mutagenicidade indireta nos primeiros
ensaios, dependente de ativacdo metabdlica, da mistura e do blend para as cepas
TA97a, TA98, TAL100 e TA102 de Salmonella typhimurium e no ultimo ensaio da
mistura para a cepa TA98 deve-se ressaltar que o teste in vitro em bactéria € o
primeiro teste na avaliacao de toxicidade de substancias, com uma bateria extensa de
outros testes in vitro, in vivo, em mamiferos — agudo, sub-agudo, crénico — tendo que
reunir evidéncias comprovadas oriundas de estudos com animais e de ocorréncia em
humanos para se imputar determinada substancia como mutagénica (WALMSLEY;
BILLINTON, 2011). Ou seja, a administracado isolada do blend ou em combinacédo nédo

pode ser interpretada como mutagénica para o uso humano.
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10 CONCLUSAO

O blend comercial estudado ndo mostrou ser um mutageno direto, por nao
apresentar mutagenicidade na auséncia de ativacdo metabdlica. Entretanto, na
presenca de ativacdo metabolica, concentracdes >1,2 mg/placa do blend resultaram
em falso-positivo de mutagenicidade por conter em sua composicéo, histidina no
complexo de cobre, que foi completamente atenuado em concentracdes de 0,12 a
0,000012 mg/placa, consideradas seguras. Mesmo em concentracdes seguras do
blend, a associacdo com a finasterida induziu mutagao reversa nas cepas TA98 e
TA100 (+S9), cujas evidéncias da literatura, pode ter sido causada pelo metabdlito

finasterida-w-acido-dico.
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