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RESUMO

PROCOPIO, Isabella Mendes. Analise comparativa do corpo cavernoso de ratos Wistar
submetidos a eutanasia com associaciao cetamina/xilazina ou isoflurano: 2022. 60 f.
Dissertacao (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Avaliar quantitativamente e qualitativamente a histomorfologia do pénis de ratos
Wistar submetidos a eutandsia com cetamina e xilazina associadas ou isoflurano. Foram
utilizados 14 ratos Wistar machos de 16 semanas de idade criados e mantidos em ambiente de
biotério com ra¢do comercial e dgua ad libitum. Os animais foram divididos em 2 grupos:
ISO —animais mortos sob anestesia inalatoria com isoflurano, e K+X — animais mortos sob
anestesia com cloridrato de cetamina 10% (150 mg/Kg) associado ao cloridrato de xilazina
2% (15 mg/Kg). Imediatamente ap6s a morte dos animais, os pénis foram dissecados e
coletados, sendo fixados em solugdo de formalina tamponada a 4% e processados para analise
histomorfométrica. A densidade de superficie de estruturas do corpo cavernoso, area total do
pénis, a area do corpo cavernoso com a tunica albuginea, a drea do corpo cavernoso sem a
tunica albuginea, a area da tnica albuginea, foram avaliadas utilizando-se o software Image
J. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o teste ¢ de Student ndo pareado para
comparagdo dos dados, considerando estatisticamente significativos quando p<0,05. Com
relagdo a densidade de tecido conjuntivo, musculo liso e espago sinusoidal e as areas do corpo
cavernoso, ndo houve diferengas entre animais dos dois grupos. Por outro lado, animais
submetidos a eutanasia com a associagdo do cloridrato de cetamina ao cloridrato de xilazina,
apresentaram um aumento de 24,8% na densidade das fibras elasticas, em relagcdo aos animais
submetidos a eutanasia com Isofluorano. O método de eutanasia afetou um dos parametros
morfolégicos do pénis de rato. A escolha do método deve ser padronizada para reduzir o viés
e para que os resultados sejam confiaveis e reprodutiveis.

Palavras-chave: Pénis. Eutanasia. Rato. Cetamina. Xilazina. Isoflurano.



ABSTRACT

PROCOPIO, Isabella Mendes. Comparative analysis of the corpus cavernosum of Wistar
rats selected for euthanasia with ketamine/xylazine or isoflurane association: 2022. 60 f.
Dissertacao (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

To evaluate quantitatively and qualitatively the histomorphology of the penis of adult
Wistar rats submitted to euthanasia with ketamine and xylazine or isoflurane. Fourteen 16
weeks old male Wistar rats were created and kept under normal conditions with commercial
food and water ad libitum. The animals were divided into 2 groups: ISO - animals killed
under inhalation anesthesia with isoflurane, and K+X - animals killed under anesthesia with
10% ketamine hydrochloride (150 mg / kg) associated with 2% xylazine hydrochloride (15
mg / kg). Immediately after the animals' death, the penises were dissected and collected, fixed
in a 4% buffered formalin solution, and processed for histomorphometric analysis. The
surface density of structures of the corpora cavernosa, total area of the penis, the area of the
corpora cavernosa with the tunica albuginea, the area of the corpora cavernosa without the
tunica albuginea, the area of the tunica albuginea, were evaluated using the software Image J.
Statistical analyzes were performed using the un paired Student's t test to compare the data,
considering it statistically significant when p <0.05. Regarding the density of connective
tissue, smooth muscle and sinusoidal space and the corpus cavernosum areas, there were no
differences between animals in the two groups. On the other hand, animals killed with the
association of ketamine and xylazine showed a 24.8% higher density of elastic fibers, in
relation to animals euthanized with Isoflurane. The euthanasia method affected one of the
morphological parameters of the rat penis. The choice of method should be standardized to
reduce bias and for results to be considered and reproducible.

Keywords: Penis. Euthanasia. Rat. Ketamine. Xylazine. Isoflurane.
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INTRODUCAO

A realizagdo de trabalhos experimentais para a pesquisa cientifica, utilizando animais
como modelos experimentais tornou-se um meio indispensavel para a conquista de resultados
mais precisos, possibilitando a descoberta de medidas profilaticas, tratamentos de doencas e a
compreensao das patologias (1).

A escolha do protocolo de desenvolvimento da pesquisa deve ser feita de maneira
minuciosa, identificando e focando nas varia¢des do projeto a ser estudado, possibilitando
assim, maior controle de viés, resultando num aumento da confiabilidade dos resultados
obtidos (2).

Os métodos de eutandsia necessitam continuamente de pesquisas € aprimoramento,
visto que, os métodos existentes sdo criticos para a confiabilidade dos dados coletados e
podem comprometer resultados por meio de alteragdes metabolicas e histologicas, afetando
assim os resultados da pesquisa (3-5).

A utilizacdo de agentes anestésicos inalatorios e injetdveis para a pratica da eutanésia
¢ muito comum. A eutandsia realizada por gases ¢ uma pratica frequente e que oferece
vantagens aos operadores € aos animais, da mesma forma, agentes anestésicos injetaveis
podem ser utilizados para a eutandsia, quando realizados em doses mais elevadas do que as
usadas para anestesia, levando a sobredosagem. A associacdo cetamina e Xxilazina e a
utiliza¢ao do isoflurano sao comumente utilizados na maioria dos laboratorios (6, 7).

Varios estudos utilizam o pénis de rato para estudar a disfungdo erétil e outras
condi¢des que promovem alteracdes no pénis (8-10). Na maioria desses experimentos, o
orgdo ¢ coletado apos a eutanasia e analisado histologicamente. No entanto, nenhum estudo
investigou a hipotese de que diferentes métodos de eutandsia, utilizando agentes anestésicos,

podem estar associados a variagdes histomorfoldgicas do corpo cavernoso.

Anatomia e histologia do pénis

Anatomicamente o pénis do homem ¢ dividido em raiz, corpo e glande. E formado
por corpos cilindricos de tecido erétil: dois corpos cavernosos (CC), situados dorsalmente,
sendo a principal estrutura envolvida na ere¢do, composta por fibras musculares lisas,

colageno, fibras do sistema elastico, vasos sanguineos, lamina vascular e nervos autonomos
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ndo mielinizados e pré-terminais, ¢ um corpo esponjoso (CE), localizado ventralmente que
envolve a uretra, constituido pelo bulbo em seu segmento proximal e pela glande no segmento
distal, possuindo também (8, 11, 12). As estruturas eréteis sdo recobertas por uma tunica
fibrosa, denominada tunica albuginea (13, 14), sendo uma estrutura de duas camadas em que
as fibras da camada externa sdo dispostas longitudinalmente e a camada interna ¢ disposta
circunferencialmente, em que juntamente com os pilares intracavernosos sustentam os
sinusoides (15) e, superficialmente, encontra-se a fascia profunda do pénis (fascia de Buck)
cobrindo todas as estruturas descritas (16). Internamente, os CC no homem sao divididos pelo
septo vaginal porém, em alguns locais o septo ¢ incompleto, possibilitando a
intercomunicagdo dos CC (12).

A raiz do pénis localiza-se no espago superficial do perineo, compreendendo o bulbo
do pénis e os ramos direito e esquerdo do pénis. O corpo do pénis consiste em um corpo
cilindrico com parte pendular livre suspensa da sinfise pubica. No segmento distal, ocorre a
expansdo do CE formando a glande do pénis, onde localiza-se o Ostio externo da uretra e ¢
recoberto pelo prepucio do pénis, sendo compreendido por uma dobra retratil de pele que
contém tecido conjuntivo e musculo liso em seu interior, que cobre a glande. (12, 17, 18)

A irrigacdo do pénis ¢ feita pelas artérias cavernosa, dorsal e bulbouretral, que
surgem de um ramo compartilhado da artéria pudenda interna, que por sua vez se origina da
artéria iliaca interna. Ramificagdes que se abrem para os espacgos cavernosos do CC, sdo
responsaveis pela ere¢do do pénis. A drenagem do pénis ¢ feita por um plexo venoso que se
une a veia dorsal profunda do pénis, que recebe drenagem dos dois tergos distais dos corpos

cavernosos € do corpo esponjoso e pela veia dorsal superficial (19) (figura 1).
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Figura 1 — Corte transversal do pénis humano
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Legenda: Vista em corte transversal do pénis humano, demonstrando os dois corpos os dois corpos
€avernosos € um corpo esponjoso
Fonte: Moore; Dalley; Agur. 2014 (9).

A inervacao peniana compreende uma parte autdbnoma (parassimpatica e simpatica) e
somatica (sensorial € motora) que consiste nos nervos dorsal, cavernoso e perineal. Os nervos
simpatico e parassimpatico se unem para formar os nervos cavernosos, que ao entrarem nos
CC e no CE provocam os eventos neurovasculares da erecdo e a detumescéncia. Ja os nervos
somaticos sao os uns dos responsaveis pela sensacdo de contracdo dos musculos
bulbocavernoso e isquiocavernoso (19, 20).

Embora o pénis do rato ndo seja o modelo mais semelhante ao pénis do homem ¢ um
dos modelos mais utilizados para estudos de ere¢do e para o conhecimento de mecanismos
patologicos, visto que contém as mesmas estruturas histologicas (musculo liso, tecido
conjuntivo e espago sinusoidal). A composicdo e organizacao das estruturas intracavernosas
possuem um papel relevante nos mecanismos de ere¢do (13).

O pénis do rato compreende uma por¢do proximal, média e distal (figura 2). O

segmento proximal localiza-se proximo ao bulbo do pénis, com inser¢ao nos ramos do isquio
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e pubis, onde os CC estdo separados. A por¢cdo média do pénis do rato possui dois CC unidos
entre si, localizados dorsalmente ao CE, sendo a erétil recoberta pela tinica albuginea e o
segmento distal ¢ constituido inicialmente por uma fibrocartilagem que posteriormente se
torna ossificado. Assim, a regido do pénis que apresenta maior semelhanca ao pénis humano ¢

a por¢ao média (9, 13, 21).

Figura 2 — Divisao do pénis do rato

Legenda: Imagem do pénis de rato dissecado apresentando as divisdes em trés por¢des: proximal (seta
preta), porcao média (cabega de seta) e por¢do distal (estrela). As linhas tracejadas indicam a
regido aproximada da divisdo em porgdes.

Fonte: Da Silva MHA, 2018 (17).

A composicdo e organizagdo do CC do pénis compreende o de tecido conjuntivo,
correspondendo as fibras colagenas e fibras do sistema elastico, fibras musculares lisas, que
envolvem os espagos sinusoidais, € espaco sinusoidal revestido por endotélio. O pénis do rato
e o pénis do homem, compartilham da mesma estrutura histoldgica, que compreende a
presenca de musculo liso, tecido conjuntivo e espago sinusoidal (figura 3). O musculo liso do
pénis do rato encontra-se na regido perissinusoidal, enquanto no homem o musculo liso se
combina ao tecido conjuntivo e elastico para formar as trabéculas do CC. O CE, que possui
em seu interior a uretra, também possui espago sinusoidal e trabéculas, porém em propor¢des
menores que as dos CC (14). No pénis do rato, o parénquima do corpo cavernoso, na maior
parte ¢ constituido de colageno. A matriz do corpo cavernoso apresenta também as fibras

elasticas em sua composi¢do. O pénis do homem, no entanto, ¢ constituido

predominantemente de musculo liso (13, 14)
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Figura 3 - Fotomicrografia demonstrando as principais estruturas do CC de um rato Wistar

. / SRR/ RN SRS, NGNS /£, Tecido
) y #; \ .

conjuntivo

Espaco
sinusoidal

Musculo
liso

Legenda: Fotomicrografia de parte do corpo cavernoso, mostrando as trabéculas formadas por
tecido conjuntivo (azul) que envolvem os espagos denominados de espago sinusoidal (luz) e musculo
liso (vermelho) localizado na regido perissinusoidal.

Fonte: O autor, 2022.
Nota: Histoquimica Tricdmico de Masson, 400x

Os métodos de eutanasia

Os métodos de eutanasia sdo frequentemente estudados e as metodologias mudam a
partir de novas informacgdes obtidas (22). A utilizacdo de animais de laboratorio para praticas
experimentais ¢ realizada em diversos campos da ciéncia para obtencdo de respostas quanto
aos processos biologicos e/ou patologicos que ocorrem nos seres humanos e para fins de
pesquisa e cirurgia experimental (23).

Existem diversos modelos animais para fins cientificos e a escolha certa de um modelo
experimental implicard no bom andamento do trabalho e nos resultados. Dentre as opgdes de
modelos experimentais, o rato se destaca, pois apresentam facilidade no manuseio e
manutengao, alta disponibilidade, e economia (11).

O termo eutandsia retrata a morte sem o envolvimento de dor ou sofrimento. De modo
geral, as técnicas de eutanasia devem seguir os requisitos de serem humanitarias sem oferecer

terror ou sofrimento ao animal, ndo produzir alteracdes que prejudiquem a interpretacdo das
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lesoes, ser um método de facil aplicagdo, agdo rapida e ter um tempo minimo para a perda da
consciéncia (24).

Os procedimentos de eutandsia sao divididos em dois métodos principais: quimicos e
fisicos (25). Quando se trata de eutanasia por métodos quimicos, ha um risco de interferéncia
e confusdo nas variaveis de interesse, devido a utilizacdo de diferentes agentes anestésicos e
analgésicos, com distintas abordagens anestésicas, influenciando nas comparacdes de

resultados e a reproducao em diferentes laboratérios (26-28).

Cetamina

A cetamina ¢ uma aril-ciclo-alquilamina um derivado da fenciclidina parcialmente
hidrossolivel e altamente lipossoluvel, distingue-se da maioria dos outros anestésicos
intravenosos pela capacidade de analgesia significativa. E utilizado como cloridrato em uma
solucao aquosa com pH 3,5-5,5 (29). A cetamina ¢ transformada em norcetamina (metabolito
ativo), a partir da N-desmetilagdo no sistema enzimatico microssomico. Apos hidroxilacao a
norcetamina se transforma em em hidroxinorcetamina, sendo posteriormente excretada pela
bile e urina (29, 30).

A cetamina produz imobilidade na maioria das espécies e pode ser administrado pelas
vias intramuscular, intraperitoneal e intravenosa. Causa apenas depressdo respiratoria
moderada na maioria das espécies, porém em pequenos roedores causa depressdo respiratoria
grave apods altas doses necessarias para a cirurgia € aumenta a pressao sanguinea. Embora o
grau de analgesia produzido possa variar, a cetamina ¢ um antagonista ndo competitivo no
receptor glutamatérgico ionotropico de N-metil D-aspartato (NMDA), receptores excitatorios
envolvidos no aprimoramento do processamento nociceptivo, em que foi demonstrado para
evitar sensibilizag¢do a estimulos nocivos durante a cirurgia (31-33).

Seus efeitos sobre o sistema cardiovascular sdo: aumento transitorio da pressao arterial
sistémica (PAS), aumento da frequéncia cardiaca, débito cardiaco e da estimulacdo simpatica.
Tais efeitos estdo relacionados ao aumento da carga de trabalho pelo coracdao e do aumento do
consumo de oxigénio (34). Esse farmaco constitui uma alternativa muito valiosa em

determinadas circunstancias, apesar de promover aumento do tonus muscular esquelético

31).
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Xilazina

A xilazina ¢ um agonista a2 adrenérgico, apresenta propriedades analgésica, sedativas
e relaxante muscular de acdo central, além da sedagdo, sua associacdo com a cetamina ¢
frequentemente utilizada para a indu¢do e manutencdo de anestesia. A estimulagdo destes
receptores no sistema nervoso central (SNC) promove efeito hipotensor e tranquilizante. Os
efeitos cardiovasculares sao compreendidos por bradicardia, inicialmente aumento da pressao
arterial seguida de queda moderada, aumento da pressao venosa central e pela reducdo da
frequéncia respiratéria ¢ do volume corrente (35). A aplicagdo da xilazina por via
extravascular ndo proporciona irritagdo nos tecidos (36) e quando administrada em altas doses
os efeitos cardiovasculares e respiratorios podem ser significativos (31).

A administragdo da xilazina ¢ considerada segura quando utilizado isoladamente ou
em combinacdo com outros agentes anestésicos ¢ analgésicos, como cetamina ou isoflurano
em pesquisas com animais (28). A ativa¢do dos receptores a2 pos-sinapticos no musculo liso
vascular periférico, promove o aumento inicial da pressao arterial provocando vasoconstri¢ao
periférica (37).

A associacdo de cetamina com xilazina ¢ usada para induzir anestesia em animais,
responsavel por produzir uma profundidade anestésica e analgésica suficientes para
procedimentos cirurgicos € a combinagdo desses agentes causa rapida perda de consciéncia
(34, 38). Em pequenos animais e em animais de laboratdrio a associa¢do da cetamina com a
xilazina € uma pratica comum, a fim de reduzir os efeitos indesejaveis de ambos os agentes

(35).

Isoflurano

O isoflurano ¢ um éter metil-etilico halogenado, um anestésico inalatério que produz
indugdo rapida da anestesia, e a profundidade da anestesia pode ser alterada com facilidade e
rapidez. E ndo irritante, nio explosivo e ndo inflamavel. Todavia, o isoflurano produz
depressdo moderada do sistema respiratdrio e cardiovascular, o aumento da frequéncia
cardiaca observado em alguns modelos experimentais. Além de promover o relaxamento do
musculo liso vascular e de fornecer protecao a alguns 6rgaos contra lesdes isquémicas. Apesar
de apresentar um custo elevado, a principal vantagem do uso de isoflurano em animais
experimentais ¢ que ele sofre menos biotransformag¢ao do que qualquer outro agente e € quase

completamente eliminado no ar exalado. Isso sugere que havera pouca interferéncia hepatica
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e, portanto, minima interferéncia nos estudos de metabolismo ou toxicologia de
medicamentos (31, 35, 38).

O isoflurano possui capacidades de induzir anestesia mais rapidamente, quando
comparados com outros anestésicos inalaveis, como o halotano. No momento em que a oferta
do gés anestésico ¢ administrada ao animal, o mesmo ¢ inalado até a respiracdo parar e
ocorrer a morte. A pratica da administragdo de um anestésico inalatorio para procedimento de
eutanasia pode ocorrer quando o mesmo ¢ utilizado como um unico agente de eutandsia ou
também como parte de um processo em que envolve duas etapas, sendo o anestésico
inalatorio responsavel, primariamente pela inconsciéncia do animal por meio da exposi¢ao e
secundariamente sdo submetidos a eutanasia por algum outro método. Nos procedimentos de
eutandsia, esse tipo de anestésico € util em animais menores <7 kg ou nos animais em que a
pungao venosa € particularmente dificil (38).

Os anestésicos inalaveis s3o gases ou vapores que sao administrados por via inalatéria
ocorrendo a transferéncia dos alvéolos pulmonares para a corrente sanguinea sendo
distribuidos ao SNC e tecidos de acordo com a perfusdo regional, sendo assim o anestésico ¢
transferido do sangue para os tecidos a uma taxa determinada pelo gradiente de pressdo
parcial entre o sangue arterial ¢ o tecido (39, 40). Possuem propriedades anestésicas definida
pela amnésia, imobilidade, analgesia e inconsciéncia. Devido suas propriedades, como parte
do seu metabolismo, os anestésicos inaldveis sdo eliminados em sua maior parte pela
expiracdo, porém parte também ¢ eliminada, depois de sofrer metabolismo da fase 1
(oxidagdo, reducdo ou hidrolise), pelas ezimas citocromo P450 mono-oxigenase (CYP), e da
fase 2 (conjugacdo), pela enzima uridina 5'-difosfato glucuronosil-transferase, ocorrendo a
eliminagao dos metabolitos via urina ou bile.

Quando se faz a coleta do tecido, deve-se priorizar métodos que reduzem os artefatos e
sejam capazes de proporcionar a morte de forma indolor. Assim, a técnica empregada deve
levar em consideragdo avaliagdes técnicas, fisiologicas € comportamentais para precisao dos
resultados (22).

Sabe-se que o pénis ¢ um 6rgdo altamente vascular, porém, ainda ndo ha estudos sobre
as possiveis alteracdes histomorfoldgicas desse 6rgao sob os efeitos vasculares imediatos e
transitorios da associagdo anestésica cetamina ¢ xilazina e sob os efeitos vasculares
promovidos pelo isoflurano em ratos Wistar-.

Poucas sdo as informacgdes disponiveis a respeito das alteragdes teciduais provocadas
pela eutanasia. Portanto, ¢ essencial conhecer as diferencas entre os tipos de métodos de

eutanasia, buscando a selecdo e padronizacdo no trabalho de pesquisa (5), visto que, os
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métodos existentes sdo criticos para a confiabilidade dos dados coletados e podem

comprometer os resultados provocando alteragdes metabolicas e histologicas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Comparar a histoarquitetura do pénis de ratos Wistar submetidos a eutanasia com

isoflurano e com a associagdo do cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina

1.2 Objetivos especificos

a)

b)

Analisar quantitativamente, por meio de estudos histoquimicos, o tecido conjuntivo,
muscular, espaco sinusoidal e fibras do sistema elastico no CC de ratos Wistar
eutanasiados com isoflurano e com a associacdo do cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina;

Analisar quantitativamente, por meio de estudos histoquimicos a drea total do pénis, a area
do CC com e sem a tunica albuginea e a area da tinica albuginea de ratos Wistar
eutanasiados com isoflurano e com a associacdo do cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina;

Analisar qualitativamente o componente colageno no CC de ratos Wistar eutanasiados

com isoflurano e com a associac¢ao do cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo experimental

Foram utilizados 14 ratos Wistar machos, mantidos em biotério, com temperatura de
21+1°C, submetidos a controle de ciclo de 12 horas claro/escuro (luz artificial, 7:00 as 19:00
horas), recebendo ragdo comercial e dgua ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados
neste estudo foram submetidos ao Comité de FEtica em Experimentacio Animal da
Universidade Estado do Rio de Janeiro e aprovados sob o protocolo 004-2019 (Anexo 1).

Ao completarem 16 semanas de vida os animais foram divididos em dois grupos,
contendo 7 animais cada: grupo K+X, composto por ratos submetidos a eutanasia com
cloridrato de cetamina 10% (150mg/Kg, Cetamin, Syntec, Barueri, Brazil) associado ao
cloridrato de xilazina 2% (15 mg/Kg, Xilazin Syntec), administrados por via intramuscular; e
um grupo ISO, submetidos a eutanasia com isoflurano a 2% (Isoforine, Cristalia, Itapira,

Brazil) vaporizado em camara de indugao.

2.2 Anadlises penianas

ApOs a eutanasia, os pénis foram devidamente dissecados, a por¢cao média dos pénis foram
coletados e armazenados em uma solucdo de formalina tamponada a 4%. Em seguida, as
amostras foram processadas para inclusdo (imersdo) em parafina. Foram realizados cortes
histologicos de 5 um de espessura. Em seguida, os cortes foram submetidos as seguintes
coloragoes histoldgicas: Hematoxilina-Eosina, Picrosirius Red, Resorcina-Fucsina de Weigert
com prévia oxidacdo e Tricromico de Masson. Os cortes corados pela Hematoxilina-Eosina
foram utilizados para verifica¢do da integridade do tecido. Os cortes corados pelo Tricromico
de Masson foram utilizados para mensurar e as densidades de superficie de tecido conjuntivo,
musculo liso e o espago sinusoidal no CC. Os cortes corados com a Resorcina-Fucsina de
Weigert com prévia oxidagdo foram utilizados para quantificar as fibras do sistema eldstico, e
os cortes corados com Picrosirius Red foram utilizados para a andlise qualitativa das fibras

colagenas no CC.
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Imagens de microscopia de luz convencional e polarizada foram capturadas por uma

camera DP70 acoplada ao microscopio BX51 (Olympus, Toquio, Japao).

2.2.1 Densidades de superficie do espaco sinusoidal, tecido conjuntivo € musculo liso (Sv)

Em cortes corados pelo tricomico de Masson e fotografados sob magnificacdo de 400x,
foram avaliadas as densidades de superficie do espago sinusoidal, tecido conjuntivo e musculo
liso do corpo cavernoso, expressas em porcentagem, pelo método de contagem de pontos
(10). Foram analisadas 25 fotomicrografias do CC para cada animal (5 campos de 5 cortes de
cada animal). Este procedimento foi utilizado para aferir a densidade de area das estruturas
aqui analisadas.

O método de contagem de pontos ¢ utilizado para obter a Sv das estruturas estudadas. De
acordo com este método, o nimero de pontos que se sobrepde a estrutura de interesse,
dividido pelo numero total de pontos na imagem, representa a densidade de area da estrutura.

Para isso, foi necessario mensurar a area da imagem utilizando a ferramenta analyze —
measure, no software Image J (versao 1.45s, Instituto Nacional de Saude, EUA). O valor da
area encontrado foi utilizado para a distribui¢do dos pontos. Posteriormente, utilizando a
ferramenta grid do software Image J, a grade de 99 pontos foi sobreposta a imagem a ser
analisada. Ao selecionar a ferramenta grid, verifica-se que existem alguns formatos, o
utilizado neste estudo foi o formato em cruz e para a contagem, foi considerado o quadrante
superior direito de cada cruz.

Com o auxilio da ferramenta cell counter foram quantificados o tecido conjuntivo,
musculo liso e espaco sinusoidal. Os pontos que tocavam as estruturas foram divididos pelo
numero total de pontos e multiplicado por 99 para entdo expressar os resultados em
porcentagem. Tal ferramenta permite quantificar mais de uma estrutura na mesma imagem em
que ficam registrados na janela cell counter, que deve ser escolhido um para cada estrutura a
ser quantificada. Apos selecionar o niimero e iniciar a quantifica¢do, a quantidade de selegdes
em cada estrutura, que sobrepdem o ponto teste, ficard registrada na janela cell counter ao
lado do seu nimero e as médias de cada animal utilizadas para andlise estatistica. As Figuras

4-7 mostram os passos para colocacdo da grade de 99 pontos no Image J.



Figura 4 — Aquisi¢do do resultado da area da imagem para realizagdo do método de

contagem de pontos no software Image J
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Legenda: A figura mostra a mensuragdo da area da imagem, sendo necessaria para utilizagdo no
sistema teste. Em seguida a figura demonstra a janela results aberta com o resultado da
mensuragdo (circulo vermelho).

Fonte: A autora, 2022.



Figura 5 — Sobreposicao da grade de 99 pontos no ImageJ.
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Legenda: A figura mostra a selecdo da ferramenta plugins, com posterior selegdo da ferramenta
Grid?2 para a utilizacdo da area previamente mensurada dividida pelo nimero de ponto a
ser colocado na grade e a selegdo do tipo de grade, neste caso, escolhemos o tipo crosses.

Fonte: A autora, 2022.

Figura 6 — Recurso cell counter para quantificacao
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Legenda: A figura mostra como abrir a ferramenta cell couter, clicando na ferramenta plugins com
posterior seleg@o das ferramentas analyze e cell counter para a contagem das estruturas.
Fonte: A autora, 2022.
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Figura 7 — Mensuragdo da densidade do tecido conjuntivo, do musculo liso e do espago

sinusoidal
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Legenda: A figura mostra a grade de 99 pontos (cruzes) sobreposta a fotomicrografia, com a janela
cell counter aberta, mostrando o resultado para a quantidade de cliques realizados em
cada tipo de estrutura: Tipo 2 (azul) — Tecido conjuntivo, tipo 3 (verde) — musculo liso,
tipo 4 (rosa) espaco sinusoidal.

Nota: Histoquimica de Tricromico de Masson, 40x

Fonte: A autora, 2022.

2.2.2 Densidades das fibras elasticas (Sv)

Cortes corados pela Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidacao e fotografados sob
magnificagdo de 600x foram utilizados para analise das fibras do sistema elastico.

Foram analisadas 25 imagens de cada animal para a avaliacdo das densidades das fibras
do sistema eldstico, utilizando a mesma metodologia adotado para as densidades de tecido
conjuntivo, espaco sinusoidal e musculo liso, como ja mencionado (figura 8). Os resultados

foram expressos em porcentagem.
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Figura 8 — Mensuracao da densidade das fibras elasticas
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Legenda: A figura mostra a grade de 99 pontos (cruzes) sobreposta a fotomicrografia, com a janela
cell counter aberta, mostrando o resultado para a quantidade de cliques realizados quando
visualizado as fibras elasticas

Nota: Histoquimica de Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidagdo, 600x

Fonte: A autora, 2022.

2.2.3 Areas do pénis

Para a realizagdo das andlises das areas do pénis, foram analisados 5 cortes por animal,
utilizando fotomicrografias dos cortes corados em Tricromico de Masson, utilizando a
objetiva de 2x. Nestas imagens foi possivel observar todo o corte transversal do pénis. As
areas foram mensuradas em mm?, com a realizacdo da calibragdo do sofiware com a
fotomicrografia da lamina histoldégica com a régua milimetrada. Estas mensura¢des foram
realizadas no software ImageJ.

Para isso, apo6s abrir a imagem da régua milimetrada no Image J, selecionamos a

ferramenta Straight line selections e na imagem selecionamos uma distancia
(comprimento) conhecida na régua (0,0 a 0,5). Para realizar uma marcagdo correta ¢

necessario que a linha esteja em angulo reto. Ao clicar em analyze e depois em
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measure, obtemos o resultado da distancia marcada em pixels. O software nos
fornece a distancia em pixels, e nds informamos ao software que aquela distancia
(comprimento) corresponde 0,5 mm.

Posteriormente, ao clicar em analyze e set scale, vamos obter o comprimento, que foi
marcado pela linha reta, em pixel. Preenchemos entdo a distancia conhecida, known distance,
que representa o valor numérico do comprimento da reta selecionado na régua (0,5),
colocamos a unidade de medida (mm), unit of length.

Utilizando a ferramenta “Polygon”. Apds a calibragdo, foram quantificadas a area do
pénis e em seguida as areas do CC com e sem a tinica albuginea. A mensurag¢do da area da
tunica albuginea foi obtida pela diferenga entre a area do CC com tinica albuginea a area do

CC sem tanica albuginea (figura 9-15).

Figura 9 — Régua milimetrada, objetiva de 2x

Legenda: A figura mostra a régua milimetrada utilizada para calibrar o software Image J,
necessaria para que o software fornega resultados em milimetros.
Fonte: A autora, 2022.



Figura 10 — Calibracao do software Image J
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Legenda: A figura mostra o primeiro passo para calibrar o sofiware em mm com a selecdo da
distancia conhecida na régua (0,0 a 0,5 mm). Em amarelo a linha reta, com a distancia
de 0,5mm, selecionada.

Fonte: A autora, 2022.



Figura 11 — Utilizagdo do resultado em pixel para calibrar o software Image J
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Legenda: A figura mostra os passos para a mensuracdo do comprimento em pixels da linha reta,
clicando na ferramenta analyze e em seguida measure. Posteriormente, a figura monstra
a janela results com o valor em pixels, 232 (circulo vermelho), da linha reta mensurada,
marcado na distancia de 0,5 mm na fotomicrografia da régua milimetrada.

Fonte: A autora, 2022.



Figura 12 — Configura¢do do software Image J
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Legenda: A imagem mostra a selegdo da ferramenta analyze com posterior selegdo da ferramenta set scale, para
que possamos configurar o software. Em seguida o preenchimento da janela Set Scale. A opgao
distance in pixels é preenchida automaticamente com o valor encontrado anteriormente, a opcao Know
distance ¢ preenchida com o valor da distancia marcada na régua (0,5) e a unidade de medida, unit of’

length, em mm. A selag@o da opgdo box Global é realizado ao final de todo processo.

Fonte: A autora, 2022.




Figura 13 — Mensuragdo da area do corte transversal do pénis
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selections para mensuracdo da area

do corte transversal do pénis em que envolvemos a area total do corte transversal do

pénis.
Nota: Histoquimica de Tricrdmico de Masson, 2x
Fonte: A autora, 2022.

Figura 14 — Mensuracao da area do corpo cavernoso com a tunica albuginea
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Legenda: A figura mostra a utilizagdo da ferramenta polygon
do corpo cavernoso com a tunica albuginea.

Nota: Histoquimica de Tricrdmico de Masson, 2x

Fonte: A autora, 2022.

selections para mensuracdo da area
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Figura 15 — Mensuracdo da area do corpo cavernoso sem a tlnica albuginea
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Legenda: A figura mostra a utilizacdo da ferramenta polygon selections para mensuragdo da area
do corpo cavernoso sem a tunica albuginea.

Nota: Histoquimica de Tricrdmico de Masson, 2x

Fonte: A autora, 2022.

Em cortes corados pelo Pricrosirius red e fotografados sob magnifica¢dao de 400x e sob luz
polarizada foi analisado subjetivamente a presenga de colageno tipo I e colageno tipo III

(figura 16).
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Figura 16 — Analise subjetiva da presenca de colageno tipo I e colageno tipo III

Legenda: Fotomicrografia do corpo cavernoso do pénis de rato corado com picrosirius red e
observado sob polarizagdo, identificando a presen¢a de colageno tipo I e III.

Nota: PicroSirius Red polarizado, 400x

Fonte: A autora, 2022.

2.3 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5, utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov para verificagdo da distribuicao normal dos dados e o teste ¢ de
Student ndo pareado para aquisicdo de dados, considerando p <0,05 como resultado

significativo.
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3 RESULTADOS

3.1. Densidade de superficie do espaco sinusoidal, tecido conjuntivo e musculo liso

Quando analisadas as densidades de superficie do espaco sinusoidal (p = 0,1170),
tecido conjuntivo (p = 0,2195) e do musculo liso do CC (p = 0,2747) nenhuma diferenca
estatistica foi observada quando comparados o grupo ISO e o grupo K+X. Estes resultados

estdo demonstrados nos graficos 1-3, na figura 16 e na tabela 1.

Grafico 1 - Densidade de superficie do espago sinusoidal no CC

Sv espaco sinusoidal
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104
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150 K+X

Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a

eutanasia com a associag@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.



Grafico 2 - Densidade de superficie do tecido conjuntivo no CC

Sv tecido conjuntivo
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associag@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.

Grafico 3 - Densidade de superficie do musculo liso no CC

Sv musculo liso
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associagdo do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.
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3.2 Area do corte transversal do pénis, do CC com e sem a tiinica albuginea e da

tunica albuginea

Nenhuma alteragdo foi observada em relagdo a area total do pénis (p = 0,3643), area do
CC com a thnica albuginea (p = 0,577), area do CC sem a tunica albuginea, (p = 0,3660) ¢ a
area da tinica albuginea, (p = 0,7629) entre os grupos analisados. Estes resultados estdo

demonstrados nos graficos 4-7, na figura 17 e na tabela 2.

Grafico 4 - Area do corte transversal do pénis

Area total do pénis

p =0,3643
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associac@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.



Grafico 5 - Area do CC com a tunica albuginea
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associac@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.

Grafico 6 - Area do CC sem a ttnica albuginea

Area do CC sem a tinica albuginea
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associag@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.

Fonte: A autora, 2022.
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Grafico 7 - Area da tunica albuginea

Area da tanica albuginea
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Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos submetidos a
eutanasia com a associac¢do do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.
Fonte: A autora, 2022.
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Figura 17 — Fotomicrografias dos corpos cavernosos de ratos nos diferentes grupos

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis. Em (A), ratos submetidos a eutanasia com Isoflurano 2%, (B) ratos submetidos a eutanasia com a
associagao do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%. As setas indicam o tecido conjuntivo; as pontas das setas indicam as fibras
musculares lisas; asteriscos indicam espago sinusoidal.

Fonte: A autora, 2022.

Nota: Tricomico de Masson, 400x



Figura 18 — Fotomicrografias da area do corte transversal do pénis de ratos nos diferentes grupos

A . | 1 mm B

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de ratos. Em (A), ratos submetidos a eutanasia com Isoflurano 2%, (B) ratos submetidos a eutanasia
com a associa¢do do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%.

Fonte: A autora, 2022.

Nota: Tricomico de Masson, 2x
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3.3 Densidade de superficie das fibras do sistema elastico

A densidade de superficie das fibras elasticas no grupo K+X foi 24,8% maior do que a

do grupo ISO. Obtendo nesta analise um valor de p = 0,0133 (Grafico 8, Figura 18, tabela 1).

Grafico 8 - Densidade de superficie das fibras elasticas no CC

Sy fibras do sistema elastico

15-
p=00133 .
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= — T24.8%
5-
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ISO K+X

Legenda: Legenda: ISO - ratos submetidos a eutandsia com isoflurano a 2%; K+X — ratos
submetidos a eutanasia com a associa¢do do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de
xilazina a 2%; * - representa diferenga estatistica de K+X

Fonte: A autora, 2022.

3.4 Anailise qualitativa do coliageno no corpo cavernoso

A analise qualitativa dos diferentes tipos de colageno demonstrou que ambos os

grupos tiveram predominio do colageno tipo I (Figura 19).



Figura 19 — Fotomicrografias das fibras eldsticas dos corpos cavernosos de ratos nos diferentes grupos

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de ratos. Em (A), ratos submetidos a eutanasia com Isoflurano 2%, (B) ratos submetidos a eutanasia
com a associag@o do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%. As pontas das setas indicam as fibras elasticas.

Fonte: A autora, 2022.

Nota: Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidagdo, 600x
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Figura 20 — Fotomicrografias sob polarizagdo dos corpos cavernosos de ratos nos diferentes grupos

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de ratos corados com picrosirius red e observados sob polarizagdo. Em (A), ratos submetidos a
eutanasia com Isoflurano 2%, (B) ratos submetidos a eutanasia com a associagdo do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%. As
pontas das setas indicam as fibras de colageno.

Fonte: A autora, 2022.

Nota: PicroSirius Red polarizado, 400x
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Tabela 1 — Dados histologicos € morfométricos dos corpos cavernosos dos animais dos

diferentes grupos

ISO K+X Valor de p

Sv do espaco sinusoidal (%) 24,03 +4,47 18,63 + 5,03 0,1170

Sv do tecido conjuntivo (%) 66,49 + 5,40 72,08 + 7,82 0,2195

Sv do musculo liso (%) 8,42 + 1,37 7,07 £1,38 0,2747

Sv das fibras elasticas (%) 8,20+ 0,41 9,56+ 0,61 0,0133

Area total do pénis (mm?) 7,83 £0,52 7,59 +£0,55 0,3643

Area do corpo cavernoso com a tiinica 542 +0.34 5925+ 0.49 0.577
albuginea (mm?)

) 2,68 £0,31 2,42 £ 0,40 0,3660

Area do corpo cavernoso sem a tunica

albuginea (mm?)

Area da tunica albuginea (mm?) 2,74+£0,13 2,65+ 0,58 0,7629

Legenda: ISO: Ratos Wistar submetidos a eutandsia com isoflurano 2%; K+X: Ratos Wistar submetidos a
eutanasia com a associa¢do do cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina a 2%. a: grupo

estatisticamente significativos. Dados expressos com a média + desvio padrdo



Tabela 2 - Dados estatisticos dos ratos Wistar avaliados no grupo ISO e K+X

Dados estatisticos dos ratos avaliados no grupo ISO.

46

Area do Area do Area da
Espaco Tecido Musculo Fibra Areatotal CCcoma CCsema tinica
sinusoidal ~ Conjuntivo liso Elastica do pénis tunica tunica albuginea
albuginea  albuginea
Rato 1 27,90 61,40 9,70 8,44 7,64 5,52 2,93 2,59
Rato 2 21,60 67,90 9,40 7,48 8,79 5,86 2,98 2,88
Rato 3 28,10 62,80 8,10 8,24 7,99 4,85 2,11 2,73
Rato 4 19,90 72,50 6,50 8,44 7,50 5,43 2,77 2,66
Rato 5 26,10 62,70 10,10 8,40 7,78 5,24 2,59 2,65
Rato 6 17,04 75,00 6,96 5,64 7,31 5,64 2,71 2,93
Rato 7 27,60 63,16 8,24 6,24
Dados estatisticos dos ratos avaliados no grupo K+X.
Areado  Areado  Areada
Espaco Tecido Musculo Fibra Areatotal CCcoma CCsema tunica
sinusoidal ~ Conjuntivo liso Elastica do pénis tunica tunica albuginea
albuginea  albuginea
Rato 1 17,40 79,50 5,10 9,96 8,21 5,49 2,50 2,99
Rato 2 25,30 58,30 6,50 9,56 7,87 5,40 2,33 3,06
Rato 3 10,80 81,60 8,50 9,04 7,90 5,86 3,06 2,80
Rato 4 21,90 68,60 8,70 8,88 7,76 5,40 2,29 3,11
Rato 5 21,30 68,90 7,92 10,36 6,94 4,89 2,51 2,38
Rato 6 16,04 75,04 5,72 8,90 6,85 4,46 1,80 1,59
Rato 7 20,64 72,64 7,07 9,30
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4 DISCUSSAO

Pouco se sabe a respeito da interferéncia dos métodos de eutanasia nos 6rgaos do trato
reprodutor de animais de laboratorio. Por isso, existe o risco de que a utilizagdo de drogas
anestésicas possam causar interferéncias nos fatores experimentais das variaveis de interesse,
alterando assim, os resultados da pesquisa. Cria-se entdo, a necessidade de uma padronizagao
da eutandsia para todos os animais de experimentacao, a fim de se obter resultados precisos.

Estudos histoldgicos e morfométricos sobre a estrutura do pénis de ratos submetidos
aos efeitos dos agentes anestésicos para eutanasia ndo foram encontrados. Os estudos
existentes até entdo, tinham como objetivo a investigacdo de outros parametros fisiologicos
(3, 25, 41-44). No nosso conhecimento, nao existe ainda estudo cientifico que demonstre os
efeitos na morfologia do pénis apds administracdo de cetamina/xilazina e isoflurano na
eutanasia.

Como ja descrito anteriormente, a cetamina ¢ um antagonista ndo competitivo no
receptor NMDA, promove aumento da estimulagdo simpatica ¢ aumento do tonus muscular
esquelético. A Xilazina é um agonista a2 adrenérgico, apresenta propriedades analgésica,
sedativas e relaxante muscular de ag@o central. A ativacdo dos receptores a2 pos-sinapticos no
musculo liso vascular periférico, promove o aumento inicial da pressdo arterial provocando
vasoconstricdo periférica (37), promovendo contracdo do musculo liso no CC (45). O
isoflurano ¢ um éter metil-etilico halogenado que produz depressio moderada do sistema
respiratorio e cardiovascular, e o aumento da frequéncia cardiaca observado em alguns
modelos experimentais, além de promover o relaxamento do musculo liso vascular.

Este estudo demonstrou que a utilizagdo de diferentes protocolos de eutanasia, ndo
mostrou alteragdes significativas no CC de ratos da linhagem Wistar. Nenhuma alteracdo foi
observada quando analisados tecido conjuntivo, musculo liso, espaco sinusoidal e as areas do
corpo cavernoso € da tinica albuginea.

De acordo com as analises feitas, conseguimos demonstrar que ratos eutanasiados com
cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina, apresentaram maior densidade de superficie
das fibras elasticas, enquanto os outros componentes do CC ndo mostraram alteracdes. O
motivo por que isso ocorre ainda € desconhecido

Desta forma se esses fossem os Unicos pardmetros a serem investigados, ndo haveria

motivo que condenasse o uso de um dos métodos. Por outro lado, como as fibras elasticas
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foram também objeto de estudo, deve-se atentar para uma escolha adequada do método a ser
utilizado.

A utilizacdo da associa¢do do cloridrato de cetamina ao cloridrato de xilazina em
alguns estudos, demonstrou que, em coelhos submetidos a eutandsia com cetamina, ndo foram
observadas alteragdes histopatoldgicas em alguns tecidos ( cérebro, coragdo, pulmdes, figado
baco, rins, estdmago, intestinos delgado e grosso, bexiga urindria, ovéario, utero e colo do
utero) (46). Por outro lado, um outro estudo demonstrou que a anestesia com uma combinagao
de cetamina e xilazina foi capaz de provocar alteragao histologica na cérnea de camundongos
(alteragdo consistente com ceratopatia em banda) (47).

As fibras do sistema elastico compreendem fibras eulauninicas e fibras oxitalanicas
além das fibras elasticas propriamente ditas. Sdo abundantes no CE, ao redor dos vasos
sanguineos e ao redor do sinusdide do CC. As fibras elésticas e elauninicas sdo compostas por
um nucleo central de material amorfo e homogéneo, a elastina, rodeada por microfibrilas. As
fibras oxitalanicas no entanto s6 apresentam microfibrilas que foram reveladas pelo processo
de oxidagdo no método de Weigert para o sistema elastico (48, 49).

O papel das fibras elasticas no mecanismo da ere¢ao nao esta claro. Poucas sdo as
informagdes sobre a relacdo entre as fibras elasticas e a erecdo (9). Ja foi demonstrado
alteracdoes na quantidade das fibras elasticas em algumas situagdes patologicas (disfungao
erétil e diabetes melittus) e no processo de envelhecimento (8, 50, 51).

Outros estudos mostraram diferentes concentracoes de fibras elasticas no CC
utilizando diferentes modelos experimentais. Coelhos adultos mostraram ter uma
concentracdo maior, do que aquela encontrada em homens em condi¢des normais ou em
condi¢des de impoténcia como também ja foi demonstrado em ratos adultos (8, 13, 52, 53).

Diante deste achado, nossos resultados mostram a importancia da escolha do método
apropriado de eutandsia para determinado objetivo do estudo, evitando assim, que efeitos
potenciais da pesquisa sejam mascarados.

Futuros estudos deverao ser realizados para adicionar conhecimento sobre as possiveis
alteragdes no CC sob efeito de agentes utilizados para eutanasia, oferecendo assim, maiores
informagdes quanto a padroniza¢do do modelo a ser utilizado e do protocolo de eutanésia a
ser adotado.

O presente estudo apresenta limitagdes, que foram assumidas no momento da escolha
do modelo experimental. Deve-se destacar que as alteracdes encontradas sdo alteracdes
imediatas e pontuais e sdo restritas a apenas dois métodos de eutandsia. Os dados deste estudo

nao devem ser transpostos para outros modelos experimentais.
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CONCLUSAO

A escolha do método da eutanésia afeta a validade dos dados da pesquisa. A escolha
do melhor método ¢ desafiadora e deve ser levada em consideracdo com o propdsito de
reduzir o viés e alcangar resultados reproduziveis.

Embora os parametros analisados, com excecao das fibras elasticas, ndo tenham sido
alterados, destaca-se a importancia da padronizagao do método de eutandsia em experimentos

cujo objetivo seja a analise da histologia do corpo cavernoso do rato,
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ABSTRACT

Purpose: To compare the penile histcarchitecture of rats euthanized with isoflurane or with ketamins
and xylazine. Methods: Fourteen male rats were divided into two groups: 150, with animals euthanized
with iscflurane; and K=¥, with animaks euthanized with ketamine (150 mg/kg) associated with xylazine
[15 mg/kg). Immediately after the death, the penises were dissected, fixed in a 4% buffered formalin
solution, and processed for histomorphometric analysis. The surface densities (3v) of the corpus
CEVEIMOsUM structuras (connective tissue, smooth muscle, sinuscidal space, and slastic fibers) wers
evaluated using Image J software. The distribution of collagen types | and |l was gualitatively assessed.
Statistical analyses were performed using the Student's t test for data comparison, considering it
statistically significant when p < 0.05. Results: Regarding the Sv of connective tissue, smooth muscle and
sinusoidal space, there were no differences between animals in both groups. On the other hand, the
ammals euthanized with the asseciation of ketamine and xylazine showed the Sv of elastic fibers 24.8%
higher in relation to animals euthanized with izoflurane. Condusion: The euthanasiz method affected
ocne of the morphological parameters of the rat penises. The choice of euthanasia method must be
standardized to reduce bias and to obtain relizble and reproducible results.
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» Introduction

Despite efforts to reduce the use of animals
in experimentation, in many studies they are still
necessary to obtain answers regarding biclegical and/
or pathological processes®. Experiments often involve
euthanasia of the animals, either for collection, to
alleviate a condition of suffering, or to terminate
the study. In this sense, anesthetic practices for
performing euthanasia and its differemt methods
are frequently studied, and recommendations for
euthanasia change based on new information,
always refining the experiments, and reducing the
animals’ discomfiort®.

The term euthanasia depicts the induction of death
without pain or suffering. In general, euthanasia
technigues must be effective in promoting death,
producing rapid loss of consciousness, not causing
terror or suffer to the animal, and being easy to apply?*.
However, one other utmost characteristic to maintain
adequate experimental conditions is that euthanasia
metheds shall not produce parametric changes that
may impair the study results and interpretations.

The methods are divided into two main ones:
chemistry and physics®. When it comes to euthanasia
by chemical methods, there is a risk of interference and
confusion in the variables of interest, due to the use of
different anesthetic and analgesic agents, with distinct
anesthetic approaches, influencing comparisons of
results and reproduction in different laboratories®s.

When tissue collection and analyses are necessary,
methods that reduce the occurrence of artifacts and
ensure painkess death induction should be prioritized®.
Little information is available about tissue changes
aszociated with euthanasia methods. Thersfore, it is
essential to know the differences between the types of
anesthetics and euthanasia methods, sesking selection
and standardization in the research work.

several studies use the rat penis to study erectile
dysfunction and other penile medical conditions. In
most of these experiments, the organ is collected
after euthanasia and analyzed histologically.
However, no study investigated the hypothesis that
different methods of euthanasia may be associated
with some histomerphological variation of the
COrpUS CaVErNosUm.

Thus, the present study aimed to compare the
histoarchitecture of the corpus cavernosum of rats
euthanized with izoflurane or with the association of
ketamine hydrochloride and xylazine hydrochleride
{two of the most commonly used methods).

z

» Methods

This project was approved by the Animal care and
Use Committes of the Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (protocel 004-2019).

Fourtesn male Wistar rats were used for this study.
&l animals were bred in our [aboratory and keptina room
with controlled temperature (24°C 4+ 1°C) and an artificial
light-dark cycle {lights on from 7 2.m. to 7 p.m.]. Rats had
free access to standard food and water. All experiments
were performed according to national and international
lzw for the scientific use of animals.

&ll animals were kept under standard conditions,
without any intervention being performed up to the 15th
week of lifie, when they were submitted to euthanasia.
At that time, the animals were randomly divided into
twi groups of seven animals each. The K+X group was
composed by rets euthanized by intramuscular injection
of 10% ketamine hydrochleride (150 mg/kg, Cetamin,
Syntec, Barueri, 5P, Brazil] associated with 2% xylazine
hydrochlonide (15 mg/fkg, Xilazin, Syntec, Barueri, 5P, Brazil).
The 150 group was euthanized by the administration of 2%
izoflurane (Isoforine, Cristaliz, tapira, 5P, Brazil) vaporized
in &n induction chamber.

After euthanasia, the penises were collected, and the
skin-denuded middle part of the penile shaft was fixed
in 4%-buffered formaldehyde sclution and processed for
parefiin embedding. Penile oross-sections (5-pm thick) were
obtained and used for histomorphometric evaluations.

Sections stained by Weigert's Resorcin-fuchsin
{with previous oxidation) were photographed under
=600 magnification and used to analyze the surface
densities (Sv) of the elastic systemn fibers. In other sections,
stained by Masson’s trichrome and photographed under
=400 magnification, the Sv of the sinusoidal space,
connective tissue and smooth muscle of the corpus
cavernosum were evaluated. In sections stained with
picrosirius red and photographed under polarized light
at x400 magnificaton, the distribution of collagen type
1 znd type 11 was analyzed™. All photomicrographs were
captured by a8 camera (DP70, Olympus, Tokyo, Japan)
attached to the microsoope (BXS1, Olympus, Tokyo, Japan).

The Sv of the different structures were evaluated by the
point-counting method <. Twenty-five photomicrographs of
the corpus cavernosum were analyzed for each animal, for
each structure. Briefly, a 100-point grid was superimpased
over the images using the Image J software [National
Institutes of Health, United States of america), and each
peoint touching a structure of interest |elastic filbers, smooth
muscle, connective tissue, or sinuscidal space) was counted
to determine & percentuzl value which corresponded to
the svof each structure.
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statistical analyzes were performed using the Graphfad
Prism 5 software, the Kalmogorov-Smimioy test to verify the
normal distribution of data and the paired Student's t test fior
data acquisition, considering p <0.05 & a significant result.
&ll results are presented as mean + standard deviation.

» Results

There was significant difference between the groups
regarding the Sv of elastic systemn fibers (p = 0UDD57). Animals
in the K+X group had 24.8% higher values in comparison
to the animals in the I50 group (Fig. 1)

Thiere were no significant differences in 5w of connective
tissue, sinuscidal space, and smooth muscle between the
groups (Fig. 2. All numerical data are shown in Table 1.

Wwhen comparing the different types of collagen,
through a qualitative analysis, it was observed that
both groups similarly showed predominance of type

Figure 1 - Photomicrographs of corpus cavernosum of rets submitted

| cellagen, without remarkable disparities among the
groups (Fig. 3}.

Table 1 - Histomorphometrical data of the corpus
cawernosum of rats euthanized with ketamine and
eylazine (K+x) or isoflurane (150)*.

Sy of snusolcal

Zmacs (%) 1253 +5.03 22.03+4.47 D1170

Sv of connectve - -
Saaue ro TIOE£T.E2 E5.4F+ 540 02155

Sy of smooth

sl [36] 707 +1.38 E.42 £1.37 02747
Sy of siastic zoi
Somrz Ra) 5.42 + 0.5E JEI4£1.18 DoosT

Sv: Surfece dersity; *dsts svpressed ss mesn & standsrd deviston;
"statisticaily diffensnt from group ISO. The dets expressed in the
tmbie for esch group was ochteined throogh Koimogorovw-5minow
tEsE, b0 verify the normai distribartion of dats, and the: pained
Stucent’s t test for data acquisition, considering p 005 a5 &
saEriificant result.

gl
£ g

to euthanasia with ketamine and xylazine [K+X)

or isoflurane (150]); and grephic reprezsentation of surface density of elastic fibers results. Arrow heads indicates some
elastic fibers. Weizert's Resorcn-fuchsin (with previous oxidation], magnification xG00.

Figure 2 - Photomicrographs of corpus cavernosum of rets submitted te euthanasia with ketamine and xylazine (K+x) or

isoflurane (150). Arrows indicate the connective tissue; arnow heads point the smooth musde fibers; asterisk indicates
the sinusoidal space. Masson's trichrome, magnification x400.
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Flgure 3 - Photomicrographs

Discussion

ce of euthanasia
z of laboratory

= known &
ds in the reproductive tract o
animals. Histological and monphom
structure of the penis of rodents ected to the effects
ts were not found. Existing studies
nd euthanasia protocel sought to
ical and morpholo

The present study
to demonstrate and compare the effects of different
euthanasia methods on the morphol

me

gnasia protocol.
Ketamine is & non-competitive antagonist at the ionotropic
clutama receptor of M-methyl D-zspartate (known
as NMDA). These are excitatory receptors involved in the
enhancement of nocceptive p':n:es:inz. which has been
shown to avoid s muli during
surgery. Ketamin et inoreases

, heartra

¥ylazine is an o2 adrenergic agonist
seda.-\-e,znd centra cting muscle 1
The action of xylazine inthe zctvation of postsynaphic o2
ptors in peripheral va 3:u|ar smiooth muscle promotes
an initial increase in blood pressure c@using periphe
vasgconstriction™s, promo mooth muscle contraction
corpus cavernosum’®. The administration of xylazine
5 considered safe when used alone or in combination with

COFpUS CEvernosum of ra
ight microscopy. Arrow heads indicate the collagen fibers.

ts stained with picrosirius red and observed under polarized
Kiagn f-*--" %400,

other anesthetic and ana
n animal research®.

zents, such as ketamine,

soflurans is a halogenated methylethyl ether that has
anesthetic properties defined by am mmability,
a'd u'-:"n=""'us'-'-:s 5r:u:|- ng rr.,_de"te

with an‘E!:Ed heart rate™. It is also associated ..-I'h
cular smooth musde relaxation.

ccording to Baneux et al.**, rabbits
an-ss.h-:-:ed th a combination of ketamine a':AJIa ine
and subsequently euthanized with ketamine did not
dermonstrate histopath :||:|'-'I::|E'EI'IEE_- n h-='
inthe study

Kiz a combination
of ketaming and xylazine caused histological alteratons
n the cornea of mice.

The proper choice of anesthetics in experiments is
challenging and must be carefully adapted depending on
the m end points, 2 “"nrdlf-'-f',='r="r|n=

the tissue's v =5|It,‘ or parameters?

mModifications in the :rcpc't'C" of one of the
comzanents of the corp JEFTIOE LTI stic fibers)
were i i However, the gral
toandh t- ture of the corpu ernosum did not change
when using isoflurane or the shc' of ketamine and
xylazine as agents for euthanasia.

nthe prese
presented similar outcomes for the smooth m
density, sinusoidal space, and connective tissue

study, the different euthanasia protocols
cle arsz
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cavernosum of rats. Thus, if these are the only parameters
to be investigated, there would be no difference that
wiould justify or condemnn the use of one of the methods.

on the other hand, if elastic fibers are the object of
study, attention should be paid to standardize the method
of euthanasia. According to the analyses of this study, rats
killed with ketamine and xylazine, compared to animals
killed with isoflurane, had higher density of elastic fibers,
while the other components of the corpus cavernosum
have not been shown to undergo changes. The reason
for this is still unknown. The role of elastic fibers in the
erection mechanismi is not dear, and there is controversial
information about the relationship between elastic fibers
and erection®. Changes in the number of elastic fibers have
already been demonstrated in some pathological situations
|erectile dysfunction and diabetes mellitus)**3*, however
it has never been associated with euthanasia protocol.

Itis supposed that, to have a production or depletion of
connective tissue, elastic fibers or smooth muscle fibersin
penile tissue, there should be more time (weeks or months)
from the studied stimuli. For such a short-term influence of
the studied treatment (as observed in the present study)
on the elastic fibers, probably there was no turnover of
this compenent. One hypothesis to explain this observed
difference is that the used anesthetic agent could promote
different musde relzxation and/for fluid distribution among
the tissues. The higher smooth musde relaxation promoted
by isoflurane could lead to augmented smoath musde
Sv and sinusoidal space sv (by non-significant levels),
reducing the proportional connective tissue Sv (also by
a non-significant level). As elastic fibers are part of the
connective tissue, this component proportional area was
also reduced (what was statistically confirmed].

The present study has some lmitations that must be
considered. Different methods of euthanasia (rather than
the studied ones here) are used, and the information of the
present study is limited to only two methods. Further, other
parameters (both morphological and physiclogiczl) that were
niot analyzed could be affected by the euthanasia method used.

Future studies should be carried out to add knowledge
about possible changes in the corpus cavernosum under
the effect of anesthetic agents used for euthanasia, thus
offering more information on the standardization of the
model to be used and the protocol to be adopted.

» Conclusion

The agent used to perform euthanasia in rats interferes
on the v of elastic fibers. Although the other paremeters
have not been changed, the importance of standardizing the
euthanasia method in experiments whose histology of the
corpus cavernosum will be analyzed should be highlighted.
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