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RESUMO

DA SILVA, Marcello Henrique Araujo. Os efeitos adversos da dutasterida e tansulosina na
histoarquitetura do pénis e dos rins de ratos. 2022. 80 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirargicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A dutasterida é uma droga utilizada no tratamento da hiperplasia prostata benigna,
contudo, o uso dessa medicacdo pode gerar efeitos adversos. O tratamento combinado da
dutasterida com a tansulosina tem sido apontado como atenuador de tais efeitos adversos.
Entretanto, ainda ndo sabemos se o tratamento combinado (dutasterida e tansulosina) gerar
efeitos adversos ou se preserva a histoarquitetura do pénis e dos rins. O objetivo deste estudo é
investigar se 0 uso da dutasterida, tansulosina e o tratamento combinado (dutasterida e
tansulosina) pode alterar a morfologia peniana e renal. Foram utilizados 40 ratos machos com
90 dias de vida. Os animais foram divididos em quatro grupos, cada um com 10 animais: grupo
Ctrl, composto por ratos controle; grupo Dut, composto por ratos tratados com dutasterida (0,5
mg/kg/dia); grupo Tam, composto por ratos tratados com tansulosina (0,4 mg/kg/dia); grupo
CombAT, composto por ratos tratados com dutasterida (0,5 mg/kg/dia) e tansulosina 0,4
mg/kg/dia). Todos os animais foram submetidos ao tratamento por via oral durante 40 dias.
Apos tal periodo, os animais foram mortos e 0s pénis e rins foram coletados e processados para
analise histomorfométrica e estereoldgica. O grupo CombAT apresentou mais alteracbes na
histoarquitetura do corpo cavernoso (tecido conjuntivo, musculo liso e sinuséide) do que os
animais dos grupos Dut e Tam. No grupo Tam, também identificamos alteracdes na morfologia
do pénis, embora essas alteragdes sejam menores que nos animais dos grupos CombAT e Dut.
Alteraces significativas na morfologia renal também foram identificadas, destacamos uma
reducdo do volume glomerular nos animais dos grupos Dut e CombAT. O grupo Tam também
apresentou alteracdo do volume glomerular, contudo, essa alteracao foi menor. Os grupos Dut,
CombAT e Tam demostraram uma perda consideravel de glomérulos. O grupo Dut apresentou
um dano renal maior que os grupos Tam e CombAT. O tratamento combinado (CombAT)
alterou mais a histoarquitetura do pénis dos ratos, tais alteracfes podem afetar a funcéo erétil
dos roedores. Nos rins, o tratamento combinado ndo preservou a morfologia renal, gerando uma
perda considerdvel de glomérulos.

Palavras-chave: hiperplasia prostatica benigna; dutasterida; disfuncdo erétil; tansulosina; rim;
Wistar; pénis.



ABSTRACT

DA SILVA, Marcello Henrique Araujo. The adverse effects of dutasteride and tamsulosin on
the penis and kidneys of rats. 2022. 80 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirdrgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2022.

Dutasteride is a drug used in the treatment of benign prostatic hyperplasia, however, the
use of this medication can generate adverse effects. The combined treatment of dutasteride with
tamsulosin has been shown to mitigate such adverse effects. However, we still do not know
whether the combined treatment (dutasteride and tamsulosin) generates adverse effects or
whether it preserves the histoarchitecture of the penis and kidneys. The aim of this study is to
investigate whether the use of dutasteride, tamsulosin and the combined treatment (dutasteride
and tamsulosin) can alter penile and renal morphology. 40 male rats with 90 days of life were
used. The animals were divided into four groups, each with 10 animals: Ctrl group, composed
of control rats; Dut group, composed of rats treated with dutasteride (0.5 mg/kg/day); Tam
group, composed of rats treated with tamsulosin (0.4 mg/kg/day); CombAT group, composed
of rats treated with dutasteride (0.5 mg/kg/day) and tamsulosin 0.4 mg/kg/day). All animals
underwent oral treatment for 40 days. After this period, the animals were Killed and the penis
and kidneys were collected and processed for histomorphometric and stereological analysis.
The CombAT group showed more alterations in the histoarchitecture of the corpus cavernosum
(connective tissue, smooth muscle and sinusoid) than the animals in the Dut and Tam groups.
In the Tam group, we also identified alterations in the morphology of the penis, although these
alterations were smaller than in the animals of the CombAT and Dut groups. Significant
changes in renal morphology were also identified, we highlight a reduction in glomerular
volume in the animals of the Dut and CombAT groups. The Tam group also showed changes
in glomerular volume, however, this change was smaller. The Dut, CombAT and Tam groups
showed considerable loss of glomeruli. The Dut group showed greater renal damage than the
Tam and CombAT groups. The combined treatment (CombAT) altered more the
histoarchitecture of the rat's penis, such alterations may affect the erectile function of the
rodents. In the kidneys, the combined treatment did not preserve the renal morphology,
generating a considerable loss of glomeruli.

Keywords: benign prostatic hyperplasia; dutasteride; erectile disfunction; tamsulosin; kidney;

Wistar; rat.
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INTRODUCAO

Anatomia e histologia do pénis

O pénis é dividido em duas porcdes: a raiz, situada no espaco superficial do perineo que
é responsavel pela fixagdo e estabilizacdo do pénis e a porcdo livre, que forma a maior parte do
Orgdo e é constituido por trés estruturas eréteis, os dois corpos cavernosos (CC) e o corpo
esponjoso que apresenta uma expanséo distal coberta por pele, a glande do pénis (1, 2).

A raiz do pénis é formada por uma extremidade central dilatada, o bulbo e duas por¢oes
laterais os ramos ou pilares do pénis. O bulbo do pénis fica localizado no intervalo entre os dois
ramos, estando fixado a superficie interior da face inferior do diafragma urogenital, continua-
se anteriormente com 0 corpo esponjoso e € atravessado em sua porcdo central pela uretra
bulbar, sendo envolvido pelo musculo bulbo esponjoso (1).

A contracdo do musculo bulbo esponjoso auxilia 0 esvaziamento da uretra na fase final
da miccdo e durante a emissao do liquido seminal. Os ramos do pénis sdo formacdes alongadas,
intimamente aderidas a porc¢éo inferior do isquio e pubis, estando revestidos pelos musculos
isquiocarvenosos; a contracao desses musculos é responsavel pela compressao da raiz do CC o
que aumentaria a rigidez peniana. A contracdo dos musculos isquiocavernosos atuaria
aumentando a rigidez peniana principalmente durante a penetracédo (1).

A porcdo livre do pénis é dividida em corpo e glande, regido coberta por uma dobra
cutanea denominada prepucio. A parte superior do corpo peniano é também chamada de regido
dorsal e a parte inferior, onde esta localizada a uretra de regido ventral [figura 1] (1, 3).
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Figura 1 — lustragdo das diferentes estruturas do pénis humano

Glande do pénis

Corpos cavernosos
do pénis

Septo da fascia
do pénis (de Buck)

Corpo esponjoso
Tubérculo pabico

Ramo superior
do pabis

Ramo
isquiopbico

Bulbo do pénis
Ramo do pénis

Membrana
do perineo

Taber
isquiatico
Corpo do perineo Misculo esfincter

Fonte: Netter (4).

O corpo do pénis é formado por trés estruturas eréteis que se ingurgitam de sangue
durante a erecdo, os dois CC e o corpo esponjoso. Os CC estdo situados na regido dorsal do
pénis, ou seja, a regido posteros-superior, quando o pénis esta em erecado (3). O corpo esponjoso
é atravessado pela uretra e se situa na regido ventral do pénis, ou seja, a regido que estd em
contato com a regido perineal quando o pénis estd em estado flacido. O corpo esponjoso tem
continuidade numa regiéo distal dilatada a glande do pénis (1).

A féscia superficial apresenta uma pequena quantidade de fibras musculares lisas e é
quase totalmente desprovida de gordura. Esta fascia tem continuagcdo com a tdnica de dartos da
bolsa escrotal e com a fascia superficial do perineo. Inferiormente a fascia superficial do pénis
encontramos uma continuacao da fascia perineal profunda; a fascia profunda do pénis ou fascia
de Buck (1). A fascia de Buck é uma fascia forte e membranacea, envolvendo ambos os CC e

0 corpo esponjoso [figura 2] (1, 5).



18

Figura 2 — llustragdo de um corte transversal do pénis humano

Veia dorsal superficial do pénis

Pele
\ Artéria e nervo dorsais do pénis

Veia dorsal profunda do pénis

Tela subcutanea do pénis
Corpo cavernoso e

5 g S ‘ A sua tdnica albuginea
Fascia (profunda) do pénis (de Buck) e s s

; e Artéria profunda do pénis
Septo do pénis

(,\()I'[)() espon joso e

Uretra T sua tanica albuginea

Fonte: Netter (4).

Sobre a fascia profunda do pénis, encontramos um envoltorio fibroso denso, a tanica
albuginea do pénis. A porcédo da tunica albuginea que envolve o CC é mais espessa do que a
tnica albuginea que envolve o corpo esponjoso. Da tinica albuginea partem numerosas
trabéculas que dividem o interior dos corpos eréteis em espagos cavernosos (1).

A tunica albuginea, principalmente a porcdo que envolve os CC tem papel importante
na erecdo peniana. A tdnica albuginea dos CC é constituida principalmente de feixes colagenos
espessos, contendo poucas fibras eldsticas. Como a tunica albuginea se expande durante a
erecdo, o arranjo dos feixes coladgenos deve ser de tal forma a permitir esta expansdo. A
espessura da tanica albuginea que em estado flacido tem cerca de 2 a 3 mm. Em erec¢do essa é
de 0,5mm (1).

A tlnica albuginea é formada quase inteiramente por fibras colagenas espessas. Desde
a superficie profunda da tunica, colunas fibrosas penetram a substancia do CC em diferentes
profundidades. Tanto a tdnica albuginea quanto as colunas fibrosas dela originadas possuem
ondulaces e suas fibras elasticas sdo escassas. A tlnica albuginea € atravessada por vasos e
nervos. Estes passam impedem a compressao dos vasos e nervos durante a erecdo. Apesar de a
tunica albuginea ser constituida quase completamente por material ndo extensivel, ela esta apta
a se expandir durante a erecdo, em fungdo das ondulacgdes de suas fibras coldgenas no estado
flacido (1, 5).

O pénis é irrigado pelas duas artérias pudendas internas, ramos da artéria iliaca interna.
Apds enviar seus varios ramos perineais a artéria pudenda interna passa a ser chamada de artéria
comum do pénis, que envia trés ramos: a artéria dorsal do pénis, a artéria bulbouretral e a artéria
cavernosa. A artéria cavernosa se situa no interior do CC, a artéria bulbouretral é responsavel

pela irrigacdo do corpo esponjoso e uretra e artéria dorsal do pénis que fica situada entre a
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tlnica albuginea e a fascia de Buck. As artérias penianas se ramificam originando artérias
menores que se dirigem para 0s espacos cavernosos, as artérias helicinais (1-3).

As artérias cavernosas e seus ramos helicinais sdo envolvidas por uma bainha fibrosa.
Essas bainhas estabelecem ligacGes com as trabéculas da tunica albuginea. A pressdo durante a
erecdo € muito elevada, as artérias se tornariam inabilitadas a funcionar se ndo fossem
envolvidas pela bainha fibrosa. Esse arranjo anatbmico provavelmente previne o colapso das
artérias durante a erecdo, quando os elementos da trama fibrosa estdo esticados. As artérias
helicinais também podem estabelecer essas ligacfes, enquanto as arteriolas terminais abrem-se
dentro dos espagos cavernosos. Feixes de musculo liso foram observados no interior das bainhas
fibrosas das artérias. Em alguns locais, esses feixes podem ser vistos perfurando a bainha

fibrosa da artéria cavernosa e ganhando conexdo com o tecido muscular do parénquima [figura

3] ().

Figura 3 — Artérias do pénis humano
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Legenda: A — Ramificacdo da artéria pudenda interna, mostrando o trajeto dos ramos penianos e B — Corte
transverso do evidenciando a disposi¢do das artérias do pénis.
Fonte: Nardi (1).

A drenagem venosa dos CC se origina em pequenas vénulas advindas dos espagos
perisinusoidais situados abaixo da tanica albuginea. Essas veias drenam para as veias
emissarias, que atravessam a tunica albuginea e desembocam nas veias circunflexas, situadas
lateralmente aos CC. As veias circunflexas drenam para a veia dorsal profunda do pénis que

por sua vez desemboca no plexo venoso periprostatico. As veias circunflexas sdo providas de
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uma ou mais valvulas. A pele e a tela subcutdnea do pénis sdo drenadas para a veia dorsal

superficial do pénis que desemboca geralmente na veia safena magna [figura 4] (1).

Figura 4 — Plexo venoso do pénis humano
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Legenda: A — Formacao do plexo venoso periprostético e B — Corte transverso do CC mostrando a disposicéo
das veias.
Fonte: Nardi (1).

O pénis do rato ndo € igual ao do homem, porém este modelo continua sendo bastante
utilizado no estudo da disfuncéo erétil (DE) (6-10), uma vez que apresenta as mesmas estruturas
histolégicas (musculo liso, tecido conjuntivo trabecular e espaco sinusoidal) no corpo

cavernoso. O pénis do rato é dividido em trés por¢des: proximal, médio e distal [Figura 5] (11).
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Figura 5 — Diviséo anatdomica do pénis do rato

p

Legenda: Imagem do pénis de rato ap6s ser dissecado, com indicagdes de sua divisdo em trés porcoes:
proximal (estrela), por¢do média (cabeca de seta) e porcéo distal (seta preta de espessura).
As linhas tracejadas indicam a regido aproximada da divisdo em tergos.
Fonte: O autor, 2018

A porcéo proximal ¢ a regido localizada préxima ao bulbo do pénis, com sua insercao
nos ramos do isquio e pubis, onde os CC estdo separados. A porcao média é limitada distalmente
pela flexura do pénis. A porcdo média do pénis do rato é composta por dois CC, totalmente
unidos entre si e situados dorsalmente ao corpo esponjoso. Cada estrutura erétil é recoberta por
uma tunica fibrosa, denominada tunica albuginea (11).

Diferente do pénis humano, os ratos possuem no terco distal uma estrutura
osteocartilaginea. Por esta razdo, a regido peniana que possui as estruturas mais semelhantes ao
pénis humano é a porcdo média, e, portanto, esta regido foi estudada neste modelo experimental
(12).

As trabéculas do CC sdo compostas por tecido conjuntivo, e neste tecido conjuntivo
existe uma predominancia de fibras coladgenas, com poucas fibras do sistema elastico. Tais
fibras (colagenas e do sistema elastico) conferem suporte as células musculares lisas, que
circundam os espacos sinusoidais do CC (11).

O mdasculo liso do pénis do rato localiza-se na regido perissinusoidal, enquanto no
homem o musculo liso mistura-se ao tecido conjuntivo e elastico para formar as trabéculas do
CC. O corpo esponjoso é similar ao corpo cavernoso humano e apresenta em seu interior a
uretra peniana. Ele também possui sinuséides e trabéculas, porém em propor¢fes menores que
as dos CC. A tanica albuginea € uma tinica espessa formada basicamente por tecido conjuntivo
fibroso e elastico [Figura 6 e 7] (11).



Figura 6 - Fotomicrografia do corte transversal do terco medio do pénis de rato
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Legenda: Fotomicrografia dos principais componentes no corte transversal do terco méedio do pénis de rato.
Fonte: O autor, 2018.

Nota: Hematoxilina e Eosina, objetiva de 2x.
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Legenda: Fotomicrografia de parte do corpo cavernoso, mostrando as trabéculas formadas basicamente por
tecido conjuntivo (lilas) que envolvem os espagos denominados de sinusoides (luz). O musculo
liso (marrom) localizado na regido perissinusoidal. As estruturas estdo indicadas por setas

acompanhadas de sua nomenclatura.

Fonte: O autor, 2019.
Nota: Imunohistoquimica de alfa-actina, objetiva de 40x.
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Anatomia e histologia do rim

Os rins sdo 6rgdos pares, no homem esses 0rgaos tem forma de um gréo de feijdo e estdo
situados no retroperitonio e repousando na parede posterior do abdémen. Os rins tem uma forma
caracteristica, apresentando um p6lo ou extremidade superior um pélo ou extremidade inferior,
uma borda convexa lateralmente e uma borda concava medialmente. A borda medial possui
uma depressao, o hilo renal, que contém os vasos renais e a pelve renal (3, 12).

Foi verificado em adultos que o rim esquerdo é maior que o rim direito, e estes achados
estdo de acordo com achados morfométricos em rins fetais. O rim direito apresenta um
comprimento médio de 10,97cm, enquanto o rim esquerdo apresenta um comprimento médio
de 11,21cm (12).

Como os rins estdo colocados na parede abdominal posterior, em contato com o musculo
psoas maior a cada lado, os seus eixos longitudinais sdo paralelos a direcdo obliqua do musculo
psoas. Como o musculo psoas maior possui a forma de um cone, os rins também sdo inclinados
posteriormente sobre o eixo longitudinal; assim, os polos superiores sdo mediais e mais
posteriores que os poélos inferiores (12).

A superficie do rim é coberta por uma lamina de tecido fibroso, a cépsula renal. Cada
rim é envolvido por uma massa de tecido adiposo, localizada entre a capsula fibrosa e a fascia
renal. A gordura perirrenal é envelopada pela fascia renal (fascia de Gerota) na espécie humana
(13).

A féscia renal é circundada anterior e posteriormente por outra camada de tecido
adiposo, muito variavel em espessura. As camadas anterior e posterior da fascia renal (fascia
de Gerota) subdividem o espaco retroperitoneal em trés compartimentos:

I) 0 espaco perirrenal posterior, que contém apenas gordura;

I) o espaco perirrenal, que contém as glandulas supra renais, 0s rins e 0s ureteres
proximais, junto com a gordura perirrenal;

I11) o espaco perirrenal anterior, que em contraste com 0s espacos intermediario e
posterior, estende-se por meio da linha média de um lado a outro do abdémen e contém 0s
colons ascendente e descendente, a 22 por¢do do duodeno e 0 pancreas.

Na parte inferior dos rins, as camadas da fascia renal terminam fusionando-se
fracamente ao redor do ureter. Na parte superior dos rins, a fascia renal apresenta duas camadas
gue se unem acima da glandula supra renal e terminam unidas a fascia infra-diafragmatica.

Além disso, uma camada adicional de fascia separa a glandula suprarrenal do rim. Lateralmente,
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as duas camadas da féscia renal fusionam-se atrds do colon descendente e do ascendente.
Medialmente, a camada fascial posterior é fusionada com a dos musculos espinhais. A camada
fascial anterior mistura-se com o tecido conjuntivo dos grandes vasos (aorta e veia cava inferior)
(5, 13).

Geralmente, o rim esquerdo é localizado mais superiormente que o direito, sendo a
superficie posterior do rim direito cruzada pela décima segunda costela e a do rim esquerdo
cruzada pela décima primeira e décima segunda costelas. A superficie posterior do diafragma
estd unida a extremidade da 112 e da 122 costelas. Préximo a coluna vertebral, o diafragma esta
conectado aos musculos da parede posterior do abdémen e forma os ligamentos arqueados
medial e lateral de cada lado [figura 8] (2, 13).

Figura 8 - Vista superior de uma seccao transversal dos rins

Legenda: A= espaco para-renal anterior, que diferente dos espagos posterior e intermediario, estende-se
através da linha média de um lado a outro do abddmen e contém os colons ascendente e
descendente, a al¢a duodenal (22 porcao) e o pancreas.

Fonte: Sampaio (12).

A borda medial do rim possui uma depresséo, o hilo renal, que contém os vasos renais
e a pelve renal. A artéria renal se dicotomiza em um ramo anterior e um ramo posterior, 0 ramo
posterior (artéria retropiélica) continua para irrigar o segmento renal posterior sem ramificacéo
significante adicional, o ramo anterior se divide dando origem a trés ou quatro artérias
segmentares (12).

As artérias segmentares se dividem antes de penetrar no parénquima renal em artérias
interlobares (artérias infundibulares) que cursam adjacentes aos infundibulos dos calices
maiores aos calices menores, penetrando nas colunas renais entre as piramides renais. Ao
progredirem, as artérias interlobares d&o origem, geralmente por uma divisdo dicotdmica, as

artérias arqueadas (12).
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Das artérias arqueadas saem as artérias interlobulares, que cursam em direcdo a
periferia, e de onde se originam as arteriolas aferentes dos glomérulos. A arteriola aferente se
invagina na capsula glomerular (capsula de Bowman) formando o glomérulo, de onde sai a
arteriola eferente. O complexo formado pelo glomérulo invaginado dentro da capsula é
chamado de corpusculo renal (12, 14, 15). O corpulsculo renal é dividido em: cépsula de
Bowman, glomérulo e uma regido chamada de espaco glomerular (16).

A cépsula de Bowman é composta por dois folhetos, um visceral, que recobre um
enovelado de vasos sanguineos denominado glomérulo, um parietal, que da limites ao
corpusculo renal. No corpusculo renal hd uma regido chamada de polo vascular, onde se localiza
a arteriola aferente e eferente. Além disso, no polo urinério, origina-se o tdbulo contorcido
proximal (16).

Os glomérulos sao formados por capilares arteriais, e sdo responsaveis pela filtracdo do
sangue. O filtrado glomerular tem composi¢do semelhante a do plasma sanguineo, porém quase
ndo possui proteinas, pois as macromoléculas ndo atravessam a parede dos capilares (16).

Os capilares glomerulares possuem células mesangiais em certas regides da sua parede.
Existem pontos em que a lamina basal ndo envolve toda a circunferéncia de um sé capilar,
constituido uma membrana comum a duas ou mais algas capilares. E principalmente neste
espaco entre capilares que se localizam nas células mesangiais (16).

As células mesangiais ddo suporte estrutural para o glomérulo, sintetizando a matriz
extracelular, fagocitam e digerem substancias normais e patolégicas, como prostaglandinas e
endotelinas. O corpusculo glomerular é composto por artérias aferentes e eferentes, podemos
visualizar de maneira mais coerente a partir das imagens de microscopia eletrénica [figura 9]
(12).
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Figura 9 — Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de um molde de resina de poliéster
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Legenda: A) Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de um molde de resina de poliéster da vascularizagdo
renal mostra artéria interlobular (a il.) dando origem a uma arteriola aferente (af.) que forma o glomérulo (g). A
arteriola eferente (ef.) do glomérulo também esta indicada. B) MEV da mesma regido demarcada em A, mostra
detalhes da arteriola aferente (af), arteriola eferente (ef) e do glomérulo (g).

Fonte: Sampaio (12).

Seu

A unidade funcional do rim é o néfron, que é formado por um corpusculo renal e um
tubulo renal longo que pode ser dividido em: tbulo contorcido proximal, alga de Henle e tubulo
contorcido distal

O thbulo proximal é a primeira parte do sistema tubular. Consiste em partes contorcidas
(contornadas) e retas. A alca de Henle forma o novo segmento do néfron, o qual, ganha forma
de “U”. Ao adentrar no cortex renal, a alga de Henle, que continua o seu trajeto até formar o
tubulo contorcido distal (16). Subsequente ao tubulo contorcido distal, localizam-se os tubulos
coletores, estes se unem, formando uma estrutura cada vez mais calibrosa em direcdo a papila
renal. Os tabulos coletores, deixam de ser formados por epitélio cibico para transformarem-se

em epitélio cilindrico, & medida que se fundem [figura 10] (16).
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Figura 10 — Desenho esquematico da organizagdo estrutural do néfron
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Legenda: Desenho esquematico representando a forma estrutural do néfron. Na regido do cértex renal, se localizam
o glomérulo, tlbulo contorcido proximal e o tabulo contorcido distal. Enquanto que, na regido da
medula renal, é visto a alca de Henle e o tdbulo coletor.

Fonte: Guyton e Hall, 2011 (10).

A histoarquitetura renal dos mamiferos é bastante semelhante em alguns os modelos
animais (17-22). Entretanto, existam diferencas estruturais na organizacdo macroscopica dos
rins dos ratos, ao se comparar com 0 humano. Os humanos possuem estrutura renal de
caracteristica multipiramidal, apresentando diversas papilas renais que conduzem o filtrado
urinario, localizadas a cada convergéncia da piramide renal (16, 23). Os ratos, possuem
estrutura unipiramidal, conduzindo todo o filtrado renal, por meio dos ductos renais, para uma
Unica estrutura papilar (22). Apesar das diferencas estruturais entre as espécies na organizacao
do rim, o modelo animal escolhido para este estudo € possivel de ser aplicado, tendo em vista

a semelhanca entre os parénquimas renais das duas espeécies [figura 11].
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Figura 11 — Fotografia do rim humano e de rato com vista interna por meio de um corte coronal

Piramides
A renais B

Calice 3
Cortex

menor
renal

Pel Piramide

elve

renal
renal Pelve
renal
Cal_lce Medula
maior renal
Multipiramidal Unipiramidal

Legenda: Em A corte coronal em rim esquerdo humano. Em B corte coronal em rim esquerdo de rato Wistar.
Nota: Na imagem A é visto a estrutura multipiramidal em que consiste o rim humano, compreendendo diversos
tabulos renais que conduzem o filtrado renal até os célices menores e por seguinte nos calices maiores. Na
imagem B, é visto a arquitetura renal com apenas uma unica estrutura piramidal, conduzindo o filtrado
renal por meio de tabulos renais que convergem para um Unico local, levando o filtrado para a pelve renal.
Fonte: Marchon, 2019 (11).

Inibidores da enzima 5-a-redutase e bloqueadores a-1-adrenérgicos

A enzima 5-a-redutase (5-AR) é responsavel pela conversao de testosterona (TT) em
dihidrotestosterona (DHT) (24-28). A DHT seja o horménio responsavel pelo desenvolvimento
e progressao da hiperplasia prostatica benigna (HPB) (24).

A HPB se caracteriza por aumento dos elementos estromais e epiteliais (24, 29). O
epitélio basal e epitélio luminar s6 ocupam 20% do volume da prostata em pacientes com HPB,
enquanto o estroma prostatico ocupa até 80%. As células musculares, por sua vez,
correspondem a 50% do volume estromal da glandula (30-32).

Os inibidores da enzima 5-a-redutase (5-ARI) sdo comumente prescritos para 0
tratamento da HPB (24). Esta doenca tem como caracteristicas um aumento do tecido epitelial
e dos elementos estromais da prdstata (24, 33, 34). Os 5-ARI impedem a conversdo de TT e 5-



29

a-androstenediona reduzindo a sintese de DHT, diminuindo os niveis séricos e intraprostaticos
de DHT (6, 7, 24, 35). A supressdo de DHT reduz a ligacdo horménio ao receptor das células
estromais e nas células epiteliais luminares da prostata reduzindo a ativacéo e a replicacéo das
mesmas (36).

A dutasterida é um 5-ARI das isoformas do tipo | e Il. Apds sua administracéo oral a
sua biodisponibilidade é de 60% e sua ligacdo com as proteinas plasméticas de 99,5%. O pico
de concentracao serica ocorre entre 2-3 horas, sua meia vida € de 5 semanas e a supressao sérica
e intraprostatica de DHT pode chegar até 90% (37-40). Além disso, a dutasterida pode reduz
em até 30% o volume da préstata ap6s 12 meses de tratamento. Essa reducdo do volume
prostatico ocorre porque a prostata € um 6rgdo androgénico (24-29, 40-46).

O tratamento com a dutasterida pode promover efeitos adversos como diminuicdo da
libido, desordens ejaculatorias, infertilidade e disfuncdo erétil (DE) (40, 46-49). O efeito
adverso mais comum é a DE, que pode ocorrer em 5 a 16% dos homens que realizam o
tratamento com este medicamento. Além disso, estudos apontam que a DE pode ser persistente
apos a interrupcdo do tratamento farmacologico (34, 50).

Estudos em animais de experimentacdo mostraram que o tratamento com 5-ARI
promove alteragdes na morfologia do CC e que essas alteracdes na histoarquitetura do CC séo
compativeis com a DE (6, 7, 10). Sung et al., demonstrou em seu estudo que o tratamento com
a dutasterida reducéo a fungéo erétil em um modelo animal experimental (9).

Além disso, o tratamento com 5-ARI diminui a expressdo do fator de crescimento
endotelial (VEGF) na prostata, que pode estar relacionada a reducdo de hemorragias em
prostatectomias (51). A reducdo da expressdo de VEGF também pode ocorrer nos rins de
animais tratados com 5-ARI, além de promover alteracbes na morfologia renal promovendo
uma perda de glomérulos (21, 52-56).

O tratamento combinado de 5-ARI com alfa-1-adrenégico demonstrou ser mais eficaz
no tratamento para HPB em homens. Os resultados mostraram que o combinado (dutasterida +
tansulosina) foi mais eficaz que a monoterapia com a dutasterida (57). O tratamento combinado
(dutasterida + tansulosina) demonstrou que além de ser mais eficaz que a monoterapia
(dutasterida), afetou menos a funcéo erétil dos homens tratados (58-61).

A tansulosina atua nas células musculares do estroma, promovendo um relaxamento do
musculo liso, permitindo a desobstrucdo da uretra prostatica e descompressao dos tecidos
adjacentes (62-64).

A maioria dos receptores adrenérgicos encontrados na préstata fazem parte do subtipo

alA que estdo correlacionados com a contragao do musculo liso do estroma. Os receptores 1B
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sdo predominantes na musculatura lisa da tunica media, em as artérias e veias. L4, os receptores
al1B garantem a tonus vascular e regulam o processo de vasoconstri¢ao (62).

A tansulosina ¢ um a-bloqueador 1A e tem uma vantagem terapéutica sobre os a-
bloqueadores ndo especificos. A inibidor da subunidade a1B pode causar relaxamento do
masculo liso vascular, que pode resultar em hipotensdo grave como principal efeito adverso
(62).

A inibicdo de forma seletiva do receptor al-adrenérgico da proteina G (PTN-G),
interrompe a transdugdo de sinal. Nesse mecanismo, a subunidade alA de PTN-G torna-se
incapaz de formar o trifosfato de guanosina (GTP), essencial para a ativacdo da fosfolipase C.
Assim, a contragdo muscular é inibida pela auséncia de liberacio de calcio (Ca?*) pelo reticulo
sarcoplasmatico e pela falta de entrada de célcio na célula através dos canais i6nicos [figura
12], reduzindo a contratagdo muscular e promovendo um relaxamento do estroma prostatico
(62).

Figura 12 — Desenho esquematico da acdo inibitoria da tansulosina na liberacao de calcio
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Legenda: o = alfa; B = beta; y = Gama; PTN-G = proteina G; GTP = trifosfato de guanosina; PIB =
difosfato de guanosina; PIP, = fosfato de fosfatidilinositol; IP3 = trifosfato de inositol;
DAG = diacilglicerol; Ca ?* = Célcio.

Fonte: Adaptado de Leibacher N.W. e Da Silva M.H.A., 2019 (62).

A tansulosina tem uma meia-vida de 9 a 13 horas em pessoas saudaveis e 14 a 15 horas
em idosos. O medicamento é administrado pela via oral, e 0 tempo necessario para atingir a
concentracdo maxima é de 4 horas em jejum e 6 horas ap6s uma refeicdo. A tansulosina tem
uma taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas de 99%, sendo metabolizado no figado pelo

citocromo P450. A eliminacgdo ocorre na urina (76%) e fezes (21%) (62).
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Relatos de disturbios ejaculatoérios em pacientes ap6s o usarem a tansulosina. A
explicagdo para esse efeito adverso é que o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos no trato
urinario provoca relaxamento do musculo liso do epididimo, ductos seminais e ducto deferente.
Diminuindo o controle da ejaculacdo e causando ejaculagdo retrograda (62, 63, 65-68). O
tratamento com esse medicamento tem poucos efeitos adversos relatados na literatura (62).

Apesar do tratamento combinado da dutasterida com a tansulosina ter demonstrado ser
uma boa opc¢éo para o tratamento da HPB. Ainda néo se sabe a tansulosina pode evitar os efeitos

adversos que a dutasterida gera na morfologia do pénis e na morfologia renal.
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Investigar se os tratamentos isolados da dutasterida, tansulosina e o tratamento
combinado da dutasterida com a tansulosina altera a morfologia dos 6rgdos do sistema

urogenital.

1.2 Objetivos especificos

Investigar se os tratamentos isolados da dutasterida, tansulosina e o tratamento
combinado da dutasterida com a tansulosina altera a histoarquitetura do corpo cavernoso de
ratos Wistar.

Investigar se os tratamentos isolados da dutasterida, tansulosina e o combinado da

dutasterida com a tansulosina altera a morfologia dos rins de ratos Wistar.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo experimental
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Foram utilizados 40 ratos machos com 90 dias de vida, mantidos em biotério, com

temperatura de 21+£1°C, submetidos a controle de ciclo de 12h claro/escuro (luz artificial,

7:00 as 19:00 horas), recebendo racdo comercial e 4gua ad libitum. Todos os procedimentos

experimentais foram realizados na Unidade de Pesquisa Urogenital, em conformidade com

as orientacOes para a experimentacdo com animais. Os protocolos experimentais utilizados

neste estudo foram submetidos e aprovados no Comité de Etica em Experimentacdo Animal

do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro (Anexo 1).

Os animais foram divididos de forma aleatdria em quatro grupos de 10 animais: grupo

Ctrl, composto por ratos Wistar; grupo Dut, composto por ratos tratados com dutasterida;

grupo Tam, composto por ratos tratados com tansulosina; grupo CombAT, composto por

ratos tratados com dutasterida e tansulosina [figura 13].

Figura 13 — Divisdo dos animais nos diferentes grupos experimentais
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida

(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).
Fonte: O autor, 2022.

Todos os animais foram submetidos ao tratamento experimental por via oral durante

40 dias consecutivos ap6s completarem 3 meses de vida. O grupo Ctrl foi gavado com agua
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destilada, o grupo Dut recebeu dose de 0,5 mg/kg/dia de dutasterida (Avodart,
GlaxoSmithKline, Poznan, Polonia) (6, 7, 21, 48), o grupo Tam recebeu dose de 0,4
mg/kg/dia de tansulosina (Secotéx, Boehringer Ingelheim, Leiden, Holanda) (69, 70) e o
grupo CombAT recebeu dose de 0,5 mg/kg/dia de dutasterida e 0,4 mg/kg/dia de tansulosina
(Combodart, GlaxoSmithKline, Schorndorf, Alemanha). As drogas foram diluidas em agua
destilada e os animais eram medicados por gavagem, utilizando uma sonda metélica [figura
14].

Figura 14 — Procedimento de gavagem
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Legenda: A imagem mostra 0 momento do procedimento da gavagem, por sonda orogéstrica.
Fonte: O autor, 2018.

2.2 Manipulagéo dos farmacos

Os farmacos foram manipulados dentro da Unidade de Pesquisa Urogenital, seguindo
as boas praticas de farmacos em territério nacional estipulados pela Resolugdo da Diretoria
Colegiada 67 de outubro de 2007. A temperatura da sala de manipulacdo também era
controlada diariamente e ficava entre 20+£3°C, para a manipulagéo dos farmacos utilizamos
0s seguintes equipamentos e materiais: cabine de seguranca bioldgica Veco classe I1; cabine
de seguranca biologica TROX technik classe Il Al; balanga Denver Intrument APX-200;
agitador de tubos conicos Phoenix AP 56; refrigerador compacto (Consul modelo CRC12);
um destilador de a4gua pilsen 5L de aco inox modelo AISI 304 polido; dois almofarizes; dois
pistilos; um termoémetro digital Hanna HI 147-00; trés espatulas; um becker de 500ml; dois

beckers de 250 ml; cinquenta seringas descartaveis com agulha 5 ml bico slip 25x0,70mm
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22G1 (lote SSAL054); cinquenta tubos conicos com tampa rosca de 50 ml (lote 1009/2015);
toca; méscara; luvas estéreis; 6culos de protecdo e solucdo desinfetante de amonia quaternaria
(Kibbutz Beit Haemek 25115/Israel lote 250078 Cat No 1101100) (6, 7, 21).

A sala de manipulacdo sempre passava por processo de desinfeccdo 24 horas antes da
manipulacdo dos farmacos (figura 15), e a luz ultravioleta de ambos os fluxos laminares
ficavam ligados durante esse processo. Antes da manipulacéo dos farmacos ambas as cabines
eram desinfetadas com solucdo de amonia quaterndria. Ao término do processo de
desinfeccdo os farmacos eram manipulados na cabine de seguranca bioldgica Veco classe Il
(6,7, 21).

Figura 15 —Sala de manipulagdo em processo de desinfec¢do

Legenda: A - Desinfecdo da cabine de controle biologico; B - Sala usada para manipulagédo em processo de
desinfecdo durante 24 horas
Fonte: O autor, 2018.

Os farmacos eram armazenados dentro de um refrigerador compacto (Consul modelo
CRC12), onde a temperatura ficava entre 18+1°C. A temperatura do refrigerador era aferida
diariamente. Lembrando que ambos os farmacos (tanto a dutasterida como a finasterida) tém
como norma de armazenamento a temperatura de 15°C a 30°C, segundo as normas estipuladas

pelos fabricantes dos farmacos (6, 7, 21).
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Os farmacos eram macerados no almofariz e no pistilo, e eram pesados em seguida
na balanca Denver Intrument APX-200, depois as doses eram diluidas para cada animal de
acordo com a sua dose diaria. As doses medicamentosas dos animais eram corrigidas
diariamente de acordo com a massa corporal dos mesmos. Apds a manipulacdo dos farmacos
0s mesmos eram armazenados na cabine de seguranca biolégica TROX technik classe 11 Al
(Figura 16A e 16B) (6, 7, 21).

Figura 16 — Armazenamento na cabine de seguranca bioldgica TROX technik classe 11 Al

Legenda: A - Imagem mostra a organizacdo da cabine, os tubos conicos de tampa amarela armazenavam
tansulosina e os tubos de tampa laranja armazenavam as doses de dutasterida, tubos de tampa azul
dutasterida com tansulosina. B- organizacdo da cabine.

Fonte: O autor, 2018.
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2.3 Eutanésia

Os animais dos grupos Dut, Tam e CombAT comegcaram a ser medicados com 90 dias
de idade, e foram medicados durante 40 dias consecutivos e o grupo Ctrl foi gavado com
agua destilada no mesmo periodo. No 1312 dia de vida, todos os animais foram mortos por
sobredose anestésica de isoflurano (Cristélia, Sdo Paulo, Brasil). Os pénis foram dissecados
e 0 terco médio do pénis de cada animal foi fixado por imersdo em formaldeido a 3,7% por
periodo minimo de 24 horas. O rim direito de cada animal foi clivado transversalmente
enquanto o rim esquerdo de cada animal foi clivado longitudinalmente, sendo ambos fixados

por imersdo em formaldeido a 3,7% por um periodo de no minimo de 24 horas (71).

2.4 Procedimentos histoldgicos

O terco médio de cada pénis foi submetido as técnicas histolégicas de rotina da
Unidade de Pesquisa Urogenital: Desidratacdo em alcool e clarificacdo em xilol para
posterior inclusdo em parafina. Apés a inclusao, foram realizados cortes histoldégicos com 5
pum de espessura (71). Em seguida, os cortes foram corados com as seguintes técnicas de
histoquimica e Imunohistoquimica: Hematoxilina & Eosina, Tricrbmico de Masson,
Picrosirius Red e a-actina (6, 7).

Os cortes transversais do pénis foram corados em Hematoxilina & Eosina foram
usados para verificar a integridade dos tecidos. O Tricromico de Masson foi utilizado para
mensurar a area do corte transversais dos pénis, area do corte transversais do CC com a tinica
albuginea, area do corte transversais do CC sem a tinica albuginea, area da tinica albuginea,
densidades de superficie (Sv) de tecido conjuntivo do CC e Sv do espaco sinusoidal do CC.
A Sv do masculo liso foi mensurada com a técnica de Imunohistoquimica de a-actina. O

Picrosirius Red foi utilizado para uma analise qualitativa das fibras colagenas no CC (71).
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2.5 Andlises histomorfométricas dos pénis

As analises histomorfométricas da area do pénis, area da tunica albuginea, area do CC
com a tunica albuginea e area do CC sem a tinica albuginea foram feitas em fotomicrografias
na Lupa Zeiss Stereo Discovery V8 Axiocam (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha)
acoplada a cdmera 506 color. As analises histomorfométricas das Sv foram realizadas em
fotomicrografias capturadas com camera digital (Olympus DP70, Téquio, Japdo) acoplada
ao microscopio (OLYMPUS BX51, Toéquio, Japao). Para cada analise, as fotomicrografias

foram capturadas e salvas nas mesmas condi¢des de acordo com o parametro analisado.

2.5.1 Areas do pénis

As analises histomorfométricas das areas transversais dos pénis foram realizadas em
fotomicrografias de cortes corados pela Tricromico de Masson, com objetiva de 2x. Nestas
imagens foi possivel observar todo o corte transversal do pénis. As areas foram mensuradas
em mm?. As mensuracdes foram realizadas no software Imagel (versdo 1.45s, Instituto
Nacional de Saude, EUA) com a ferramenta “Polygon”. Ao terminar a marca¢ao da area
desejada foram selecionadas as op¢des analyze, measure. A janela results forneceu os valores
referentes as reas envolvidas em mm?. Para apresentacéo dos dados em mm? foi necessario
realizar a calibragdo do software com a fotomicrografia da lamina histoldgica com a régua
milimetrada. Apds a calibracdo foram quantificadas a area do corte transversal do pénis
[figura 17A], area do corte transversal do CC com a tlnica albuginea [figura 17B] e a area

do corte transversal do CC sem a tnica albuginea [figura 17C].
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Figura 17 — Mensuracdo da area do corte transversal do pénis no software Image J

Legenda: Tricromico de Masson, 20x
Fonte: O autor, 2020.

Em relacdo a mensuracdo da area do corte transversal da tanica albuginea, a mesma
foi definida pela subtracdo da area do corte transversal do CC com e sem sua tinica albuginea.
Os resultados numéricos de cada avaliagdo das areas foram tabulados em uma planilha para

analise.

2.5.2 Densidades de superficie (Sv)

As Sv do tecido conjuntivo e do espaco sinusoidal, foram quantificadas por analise
dos cortes corados com Tricromico de Masson. Para cada animal, 25 fotomicrografias do CC
foram obtidas com magnificacdo de 400x. A densidade de cada uma dessas estruturas foi
expressa em porcentagem, obtida pelo método de contagem de pontos (6-8, 19, 72).

A Sv do musculo liso, foi quantificada por analise dos cortes de imunohistoquimica

de a-actina. Para cada animal, 25 fotomicrografias do CC foram obtidas com magnificacéo
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de 400x. A densidade de cada uma dessas estruturas foi expressa em porcentagem, obtida
pelo método de contagem de pontos (6-8, 19, 72).

O método de contagem de pontos € usado para obter a Sv de uma estrutura de
interesse. De acordo com este método, 0 nimero de pontos que intercepta a estrutura de
interesse, dividido pelo numero total de pontos sobrepostos para 0 campo de interesse,
representa a densidade da estrutura. O método de contagem de pontos é considerado muito
confiavel, se suas premissas (randomizacéo, repeticdo e medicgdes as cegas) forem respeitadas
(6-8, 19, 72).

Para este método, uma grade de 99 pontos foi sobreposta as imagens usando a
ferramenta grid do software Image J. O nimero de pontos que tocavam as estruturas
quantificadas (tecido conjuntivo, masculo liso e espaco sinusoidal) foi multiplicado por 100
e dividido por 99 para corrigir a porcentagem para os 99 pontos utilizados como sistema de
teste. Desta forma, estes resultados foram considerados como a Sv de cada uma das estruturas
analisadas, expressa em porcentagem (6-8, 19, 72).

A ferramenta cell conter foi utilizada para quantificar cada uma das estruturas. Esta
ferramenta possibilita quantificar mais de uma estrutura na mesma imagem. Para cada
estrutura é atribuido um namero, apresentado na janela cell counter, que deve ser escolhido
um para cada estrutura a ser quantificada. Apos selecionar o nimero e iniciar a quantificacéo,
a quantidade de sele¢fes em cada estrutura, que sobrepdem o ponto teste, ficara registrada na
janela cell conter ao lado do seu nimero. Os valores encontrados, de cada estrutura em cada
imagem, foram tabulados e as médias de cada animal utilizadas para analise estatistica [figura
18] (6-8, 19, 72).
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Figura 18 — Mensuracdo da densidade de superficie do tecido conjuntivo e do sinuséide
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Legenda: Histoquimica de Tricromico de Masson, 40x
Fonte: O autor, 2018.

A anélise qualitativa do colageno foi realizada por analise de cortes corados com
Picrosirius Red. Para cada animal, 25 fotomicrografias do corpo cavernoso foram obtidas

com magnificacdo de 400x observados em microscopia de polarizagdo (6, 7).

2.6 Analise morfomeétrica dos rins

2.6.1 Avaliacdes biométricas

Ap0s a disseccdo dos rins, cada um deles foi pesado (em gramas) e seu volume medido
(em mililitros) pelo método de Scherle. Os rins direitos foram clivados transversalmente e
utilizado para analise morfométricas enquanto os rins esquerdos clivados longitudinalmente
foram utilizados para as analises histoldgicas. Os rins direitos foram clivados transversalmente
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e utilizados para determinacdo do volume cortical aplicando-se o Principio de Cavalieri. Para
tanto, foram feitos cortes transversais seriados com espagamento de 2 mm (19, 21, 22). Cada
um destes cortes foi fotografado sob magnificacdo de 15 vezes, com cadmera digital Axiocam
506 color (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha) acoplada ao estereomicroscopio Stereo
Discovery V8 (Carl Zeiss).

Sobre cada fotografia digital, uma grade de pontos foi sobreposta usando a ferramenta
grid [figura 19] do software Image J versdo 1.51k (National Institute of Health, Bethesda,
Maryland, EUA). Os pontos foram distribuidos sobre as imagens de maneira uniforme,
preenchendo 35000 pixels de area por ponto. Os cortes transversais das extremidades do rim,
por possuirem menor diametro, possuem menor area e, consequentemente, sao preenchidos por
menor quantidade de pontos. Enquanto as imagens dos cortes transversais da regido renal mais
préxima ao hilo renal, apresentam maior diametro, e por possuirem area maior, sdo atingidos
por maior quantidade de pontos. O nimero de pontos que tocaram a regido cortical do rim foi
dividido pelo nimero de pontos que tocaram a superficie renal da imagem. Assim, determinado
a relacdo cortex/ndo-cortex renal, este valor foi multiplicado pelo volume renal para obtencao

do volume cortical (em mililitros) (19, 21, 22).
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Figura 19 — Demonstracdo de quantificagdo da relagdo cortex/ndo-cortex por contagem de
pontos no programa Image J
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Legenda: As cruzes, marcadas pelo nimero 1 (azul), representam o cértex renal. J& as cruzes, marcadas pelo
numero 2 (verde), representam as estruturas renais que correspondem a area nao-cortex.
Nota: O rim é seccionado em cortes seriados com igual espacamento (2mm) e feita capturas de imagens em
fotografias digitais de cada corte.
Fonte: O autor, 2019.

2.6.2 Procedimentos histolégicos nos rins

Os rins esquerdos dos animais foram clivados longitudinalmente e submetidos as
técnicas histoldgicas de rotina da Unidade de Pesquisa Urogenital da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ). As amostras foram desidratadas em alcool e clarificadas em xilol
com posterior inclusdo em parafina. Apos a inclusdo, foram realizados cortes histoldégicos com
5 um de espessura com espacamento de 100 pm entre 0os campos, sendo posteriormente corados

com a técnica histoldgica de hematoxilina & eosina.
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2.6.3 Analises estereologicas

Todas as nossas analises estereoldgicas foram realizadas em fotomicrografias
capturadas com camera digital DP70 (Olympus, Toquio, Japao) acoplada ao microscopio BX51
(Olympus). Para cada rim direito, foram obtidas 25 fotomicrografias em aumento de 200 vezes,
de pelo menos 5 cortes histoldgicos distintos e ndo sequenciais, com espacamento entre 0s
cortes de 100 pum, divididos em 5 laminas. Todas as fotomicrografias foram capturadas e salvas
sob as mesmas condi¢6es, em formato JPEG. As ldaminas foram coradas pela técnica histolégica
de hematoxilina & eosina.

2.6.4 Densidade volumétrica glomerular

A densidade volumeétrica glomerular (Vv[glom]), que indica o volume relativo ocupado
por glomérulos no cortex, foi estimada utilizando-se o sistema-teste M42. Nesta técnica, é
sobreposta as fotomicrografias uma grade de 21 segmentos de retas com um ponto-teste nas
extremidades de cada segmento, totalizando 42 pontos-teste (73-75).

Os pontos do sistema-teste que tocaram a estrutura desejada, foram contabilizados.
Entretanto, a estrutura atingida pelo ponto-teste ndo foi contabilizada quando esta tocou as
margens tracejadas da grade M42 (Imagem 10). A Vv[glom] foi obtida pela seguinte formula:
(Pp*100)/P:. Sendo P, 0 nimero das estruturas contabilizadas e P o nimero total de pontos da
grade M42 (21, 73-75).

Para aplicacdo desta técnica, foi utilizado o software ImageJ versdo 1.51k (NIH,
Bethesda, EUA), seguindo 0s seguintes passos:

a) Abre-se aimagem da grade do sistema-teste M42.

b) Na aba “Edit” clica-se na opgao “Copy” e fecha-se a imagem.

c) Abrir aimagem que seré realizada a quantificag&o.

d) Na aba “Edit” clica-se na opgao “Paste Control”.

e) Na caixa de didlogo que se abre, escolhe-se a opgdo “Transparent-White” e fecha-se a
caixa de dialogo.

f) Sexto passo — Na aba “Edit” clica-se na opgao “Paste” [figura 20A].

g) Sétimo passo — Cada ponto que toca o glomérulo sem atingir as linhas proibidas (linhas
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tracejadas da grade do sistema-teste M42) e contado como um ponto [figura 20B].

Figura 20 — Print Screen do programa ImageJ: aplicacdo da grade de pontos do sistema teste
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Legenda: A) Selecionando a opcdo paste na aba Edit para sobrepor a grade do sistema-teste M42 pontos-teste. B)
Imagem final para quantificacdo da densidade do volume glomerular. Os glomérulos que tocam a linha
tracejada (marcados com X em laranja) sdo desconsiderados na contagem. Ja os glomérulos que estao
totalmente dentro da grade e sdo atingidos pelo ponto teste ou estdo parcialmente dentro da grade, mas,
tocam as linhas continuas, séo contabilizados, como indicado pelas setas (amarelas).

Fonte: O autor, 2021.
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2.6.5 Volume glomerular médio

Ja o volume glomerular médio (VWGV) foi estimado pela aplicacdo de uma régua
logaritmica, mensurando 50 glomérulos por animal (17, 18, 76, 77). As fotomicrografias foram
rotacionadas em diferentes angulos, definidos por sorteio. Apo6s a obtencdo dos valores dos
angulos serem aplicados na rotacédo das imagens, foi utilizado a ferramenta Straight do software
ImageJ para mensurar por meio de linhas horizontais o didmetro dos glomérulos.

Para aplicacdo desta técnica, foi utilizado o software ImageJ versdo 1.51k (NIH,
Bethesda, EUA), seguindo os seguintes passos:

Primeiro passo — Abre-se a imagem histoldgica a ser analisada.

Segundo passo — Sorteia-se um angulo a ser rotacionada a imagem histoldgica. Para isso
utilizou-se uma planilha de sorteio.

Terceiro passo — Na aba “Image”, na pasta “Transform” clica-se na opgao “Rotate” .

Quarto passo — Na caixa de dialogo da opgdo “Rotate”, aplica-se 0 valor do angulo
sorteado digitando-o na opg¢ao “Angle (degrees)” e pressione “OK”.

Quinto passo — Na aba “Plugins”, na pasta “Analyze” clica-se na op¢ao “Grid”.

Sexto passo — Na caixa de dialogo da opgao “Grid”, muda-se o tipo de grade (Grid type)
para “Horizontal Lines” e na opgao “Area per point” aplicou-se um padrdo de 35000 pixels.

Sétimo passo — Selecionando a ferramenta “Straight” sdo mensurados os didmetros dos
glomérulos nos locais onde a linha horizontal corte o glomérulo. Simultaneamente a utilizacédo
da ferramenta “Straight” para mensuragio do didmetro do glomérulo, deve-Se pressionar a tecla
“shift” do teclado, para que a linha de mensuragdo fica completamente na horizontal. A
mensuracdo é realizada em todos 0s momentos em que o cenario mencionado ocorra, mesmo
que duas linhas passem pelo mesmo glomérulo.

Oitavo passo — Apos realizar o tragado sobre o glomérulo, na aba “Analyze” clica-se na
opg¢ao “Measure”.

Nono passo — Abrira uma caixa com diversos valores, inclusive o valor da distancia

mensurada. S&o realizadas 50 mensuragdes por rim.
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2.6.6 NUmero de glomérulos total por rim

Para o célculo do namero de glomérulos total por rim (Nv[Glom]), utilizou-se a
Vv[glom], a relagdo cortex/ndo-cortex, o volume renal e 0 VWGV, para calcular o niamero de
glomérulos em cada rim (78). Este célculo é dado pela seguinte férmula:

Nv[Glom] = (Vv[Glom] x RCM x VR) / VWGV)

» Nv[Glom] — Nimero de glomérulos;

» Vv[Glom] — Densidade do volume glomerular;
» RCM — Relacéo cortex/ndo-cortex;

> VR —Volume renal;

» VWGV — Volume glomerular médio.

2.6.7 Anédlises estatisticas

Todos os dados passaram pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, em
seguida os dados foram comparados com o teste one-way ANOVA e pds teste de Bonferroni
para comparar as medias dos grupos. Todas as analises foram realizadas com o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Sdo Diego, EUA). E consideramos resultado
significativo quando foi p<0,05.



3 RESULTADOS

3.1 Area total do corte transversal do pénis

Em relacdo a area peniana transversal, todos os grupos tratados apresentaram valores

reduzidos em comparagdo aos animais controle. O grupo Dut teve uma reducdo de 16,1% e o

grupo Tam teve uma reducédo de 17,6%, neste parametro em relacdo ao grupo Ctrl. O pénis

dos animais do grupo CombAT apresentou uma reducdo mais impressionante, de 26,7% da

area de seccdo transversal, em comparacdo com grupo Ctrl, embora as médias dos grupos Dut,

Tam e CombAT tenham sido estatisticamente semelhantes [figura 21, grafico 1 e tabela 1].

Grafico 1 — Area do corte transversal do pénis
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut; c: diferente de Tam.
Fonte: O autor, 2021.

3.1.1 Area do corte transversal do corpo cavernoso com a tiinica albuginea

A area de CC com tanica albuginea também foi reduzida nos grupos Dut e Tam, em

16,2% e 14,7% respectivamente, em relacdo ao grupo Ctrl. Novamente, o grupo CombAT

apresentou uma reducdo mais expressiva, de 28,2%, em comparagdo ao grupo Ctrl. O grupo

CombAT também apresentou menor area cavernosa em comparagdo aos grupos Dut e Tam

[figura 21, gréfico 2 e tabela 1].



49

Graéfico 2 - Area do corte transversal do CC com a tlnica albuginea
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.1.2 Area do corte transversal do corpo cavernoso sem a tinica albuginea

Ao analisar a area de CC sem a tunica albuginea, nao foi encontrada diferenca entre
0s grupos Dut e Ctrl. Os grupos Tam e CombAT apresentaram reducdes de 11,5% e 22,0% em
relacdo ao Ctrl para este parametro. O grupo CombAT foi 11,8% menor que o grupo Tam,

[figura 21, gréfico 3 e tabela 1].

Grafico 3 - Area do corte transversal do CC sem a tlinica albuginea.
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut.
Fonte: O autor, 2021.
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3.1.3 Area da tlnica albuginea do corpo cavernoso

A érea calculada da tunica albuginea foi reduzida em 27,8%, 19,5% e 33,8% nos
grupos Dut, Tam e CombAT (respectivamente), em comparacdo ao grupo Ctrl. Em relacéo a
esse parametro, ndo foi encontrada diferenca entre esses trés grupos tratados [figura 21, grafico
4 e tabela 1].

Gréfico 4 — Area da tunica albuginea do CC
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.



Figura 21 — Fotomicrografias da area do corte transversal do terco medio do pénis

Legenda: A: ratos controle; B: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); C: animais tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); D: animais tratados com
dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

Fonte: O autor, 2020.

Barra de escala 1mm.

Nota: Tricromico de Masson, 20x
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3.1.4 Densidade de superficie do espaco sinusoidal no corpo cavernoso

Em relacdo ao Sv do espaco sinusoidal, os grupos Dut, Tam e CombAT apresentaram
reducOes de 29,1%, 26,7% e 37,0% (respectivamente), em comparagdo ao grupo Ctrl. Para
este parametro, ndo houve diferenca entre esses trés grupos tratados [figura 22, gréfico 5 e
tabela 1].

Gréfico 5 - Densidade de superficie do espaco sinusoidal no corpo cavernoso
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.1.5 Densidade de superficie do tecido conjuntivo no corpo cavernoso

A Sv do tecido conjuntivo do CC foi 43,6% maior no grupo Dut, e 32,3% maior no
grupo Tam em relacéo ao grupo Ctrl. Novamente, o grupo CombAT apresentou uma alteragédo
mais drastica, com valores 50,9% maiores que o grupo Ctrl. O grupo CombAT também foram
considerados estatisticamente diferentes do grupo Tam, com média 14,0% maior [figura 22,

grafico 6 e tabela 1].



Gréfico 6 - Densidade de superficie do tecido conjuntivo no corpo cavernoso
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.1.6 Densidade de superficie do musculo liso do corpo cavernoso
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A Sv das fibras musculares lisas foi reduzida em 50,7% no grupo Dut em relacdo ao

grupo Ctrl. Os ratos tratados com tansulosina apresentaram reducdo mais discreta da

musculatura liso do CC, na ordem de 30,2%. Por outro lado, o grupo CombAT apresentou uma

reducdo mais drastica, de 55,2%, em comparacdo ao grupo Ctrl. O grupo CombAT também foi

considerado diferente do grupo Tam, com uma reducdo de 35,8% na Sv do musculo liso [figura

22, gréfico 7 e tabela 1].



Gréfico 7 - Densidade de superficie do masculo liso no corpo cavernoso

251
S——
204
Q 151 a a# Ctrl
> 1ol a,C b = Dut
c# Tam
5-
0 T T
Ctrl Dut Tam CombAT

Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut; c: diferente de Tam.

Fonte: O autor, 2021.
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Figura 22 — Fotomicrografia do corpo cavernoso dos diferentes grupos
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Legenda: A: ratos controle; B: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); C: animais tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); D: animais tratados com
dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

Fonte: O autor, 2020.

Barra de escala 50pm.

Nota: Imunohistoquimica de a-actina, 400x.

55



56

3.1.7 Densidade de superficie das fibras do sistema elastico

Ao estudar as fibras do sistema elastico Sv, o grupo Dut apresentou uma densidade
54,7% maior que o grupo Ctrl. Novamente, neste parametro o grupo Tam foi menos afetado
com o tratamento apresentando valores estatisticamente semelhantes do grupo Ctrl. Mais uma
vez, o grupo CombAT foi mais afetado com média 59,1% maior, em comparagao ao grupo Ctrl.
Diferengas entre os grupos CombAT e Tam também foram observadas, sendo os primeiros
38,9% maiores do que os animais tratados com tansulosina isolada [figura 23, grafico 8 e tabela
1].

Gréfico 8 - Densidade de superficie das fibras do sistema eléstico no corpo cavernoso
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.

Fonte: O autor, 2021.



Figura 23 — Fotomicrografias das fibras do sistema elastico no corpo cavernoso dos diferentes grupos

\ 8

Legenda: A: ratos controle; B: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); C: animais tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); D: animais tratados com
dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

Fonte: O autor, 2020.

Barra de escala 75um.

Nota: Histoquimica de Weigert com prévia oxidagao, 600x.
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3.1.8 Anédlise qualitativa do coldgeno no corpo cavernoso

Em relacdo a analise do colageno do CC, observou-se distribuicdo semelhante entre
todos os grupos. A maioria das fibras foi observada na coloracéo avermelhada, caracterizando
a predominancia do colageno tipo |1 no CC [Figura 24].



Figura 24 — Fotomicrografias polarizadas dos corpos cavernosos de ratos
-

Legenda: A: ratos controle; B: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); C: animais tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); D: animais tratados com
dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

Fonte: O autor, 2020.

Barra de escala 50pum.

Nota: PicroSirius Red, 400x.
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Tabela 1 — Dados histomorfométricos do terco médio dos pénis dos animais dos diferentes grupos

Ctrl Dut Tam CombAT p value
Area do corte transversal do pénis (mm?) 4,84 + 0,56 4,05+ 0,252 3,98 + 0,412 3,54 + 0,23 ab¢ <0,0001
Area do corpo cavernoso com a tlnica
] 3,33+£0,34 2,79+£0,202 2,84+0,322 2,39+£0,182 <0,0001
albuginea (mm?)
Area do corpo cavernoso sem a tdnica
] 2,00+£0,17 1,90 + 0,09 1,77 +£0,24 2 1,56 + 0,14 2P <0,0001
albuginea (mm?)
Area da tunica albuginea (mm?) 1,33+0,24 0,96 +0,052 1,07+0,13°2 0,89+0,102 <0,0001
Sv do sinuséide (%) 30,18 + 4,85 21,38 +3,44% 22,13+ 3,772 19,02 £ 2,97 @ <0,0001
Sv do tecido conjuntivo (%) 46,44 + 3,75 66,69 + 4,23 2 61,44 +5572 70,08 + 3,65 ¢ <0,0001
Sv do musculo liso (%) 22,12+1,94 10,90+1,352 15,43 + 2,48 &P 9,90 £ 1,37 3¢ <0,0001
Sv das fibras do sistema elastico (%) 12,44 + 2,66 19,25+2,08 2 14,25+ 1,82 19,80+2,512 <0,0001

Ctrl: grupo de animais composto por ratos Wistar; Dut: grupo de animais medicados com dutasterida; Tam:

animais medicados com dutasterida + tansulosina.

a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut; c: diferente de Tam.
Dados expressos com a média + desvio padréo.

Fonte: O autor, 2021.

grupo de animais medicados com tansulosina; CombAT: grupo de
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3.2 Peso dos rins

Quanto ao peso renal, quando comparamos o grupo Dut com o grupo Ctrl, observamos
uma reducéo de 14,6%. Quando comparamos o grupo Tam com o grupo Ctrl observamos uma
reducdo de 10,8%. Entre os demais grupos nao houve diferenca significativa [gréafico 9 e tabela
2].

Grafico 9 — Peso renal
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.2.1 Volume renal

Em relacdo ao volume renal, ocorreu uma reducdo de 15,4% no grupo Dut, quando
comparado ao grupo Ctrl. Além disso, ocorreu uma reducéo de 17,9% no grupo Tam, quando
comparado ao grupo Ctrl. Entre os demais grupos ndo houve diferenca significativa [grafico 10
e tabela 2].
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Gréfico 10 — VVolume renal
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.2.2 VVolume cortical

O volume cortical reduziu 23,4%, 16,3% e 12,2% nos grupos Dut, Tam e CombAT
quando comparado ao grupo Ctrl. Quando comparamos o grupo Dut com o grupo CombAT,
observamos que ocorreu uma preservacdo no volume cortical de 14,7% no grupo tratado com

dutasterida com tansulosina [grafico 11 e tabela 2].

Gréafico 11 — VVolume cortical
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de C; b: diferente de Dut.
Fonte: O autor, 2021.
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3.2.3 Relacdo cortico-medular

A relacdo entre o cortex e a medula reduziu 11,3% no grupo Dut, quando comparado ao
grupo Ctrl. Além disso, ocorreu uma reducgdo de 9,4% no grupo Tam, quando comparado ao
grupo Ctrl. Também ocorreu uma reducéo de 7,5% no grupo CombAT, quando comparado ao
grupo Ctrl. Entre os demais grupos ndo houve diferenca significativa [figura 25, grafico 12 e
tabela 2].

Gréfico 12 — Relacéo cortico-medular
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.



Figura 25 — Fotografias de cortes transversais dos rins de animais de experimentacao

Legenda: A: ratos controle; B: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); C: animais tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); D: animais tratados com
dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

Fonte: O autor, 2020.

Barra de escala 2 mm.
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3.2.4 Densidade volumétrica

A densidade volumétrica reduziu 43,2%, 18,3% e 39,1% nos grupos Dut, Tam e
CombAT quando comparado ao grupo Ctrl. Quanto aos demais grupos ndo houve diferenga
significativa [figura 26, grafico 13 e tabela 2].

Grafico 13 - Densidade volumétrica
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut; c: diferente de CombAT.
Fonte: O autor, 2021.

3.2.5 Volume Glomerular Médio (VWGV)

O volume glomerular médio reduziu 29,7% e 20,7% nos grupos Dut e CombAT quando
comparado ao grupo Ctrl. Entre os grupos Tam e CTrl ndo houve diferencga significativa [figura
26, gréafico 14 e tabela 2].
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Gréfico 14 — Volume Glomerular Médio (VWGV)
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.

3.2.6 NUmero de glomérulos por rim

A quantidade de glomérulos por rim reduziu 37,9%, 25,7 e 33,1% nos grupos Dut, Tam
e CombAT quando comparado ao grupo Ctrl. Entre os demais grupos nao houve diferenca
significativa [figura 26, grafico 15 e tabela 2].

Gréfico 15 — Numero de glomérulos por rim
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Legenda: Ctrl: ratos controle; Dut: animais tratados dutasterida (0,5 mg/Kg/dia); Tam: animais
tratados com tansulosina (0,4 mg/Kg/dia); CombAT: animais tratados com dutasterida
(0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).

a: diferente de Ctrl.
Fonte: O autor, 2021.



Figura 26 — Fotomicrografias dos rins de animais dos diferentes grupos

dutasterida (0,5 mg/Kg/dia) e tansulosina (0,4 mg/Kg/dia).
Fonte: O autor, 2020.
Nota: Hematoxilina e Eosina, 200x.
Barra de escala 100pm.

67



Tabela 2 — Dados histomorfométricos dos rins dos animais

68

Ctrl Dut Tam CombAT p value

Peso dos rins (g) 1,30 £ 0,09 1,11 £0,05° 1,16 £0,07 2 1,20 £ 0,05 <0,0001

Volume dos rins (ml) 1,23+0,10 1,04 £0,07% 1,01+0,082 1,12+ 0,04 <0,0001

Volume cortical (ml) 0,98 £0,12 0,75+£0,062 0,82 +0,072 0,86 + 0,04 &P <0,0001

Relacdo cortico-medular (%) 82,14 + 2,69 72,83 +2,38% 74,40 + 2,832 75,96 + 1,85 <0,0001
Densidade volumeétrica (%) 5,12 +0,31 2,91+0,16° 4,18 + 0,192 3,12+0,31¢° <0,0001
VWGV (x10° um?) 16,35+ 1,84 11,49 + 1,342 15,20 £ 2,73° 12,97 + 1,522 <0,0001

Numero de glomérulos por rim (x103 pm?®) 31,45 + 5,08 19,52 + 4,052 23,36 £ 5,922 21,05 £ 3,792 <0,0001

Legenda: Ctrl: grupo de animais composto por ratos Wistar; Dut: grupo de animais medicados com dutasterida; Tam: grupo de animais medicados com tansulosina; CombAT:

grupo de animais medicados com dutasterida + tansulosina.
a: diferente de Ctrl; b: diferente de Dut.

Dados expressos com a média + desvio padréo.

Fonte: O autor, 2021.
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4 DISCUSSAO

Apesar dos efeitos benéficos da dutasterida para o tratamento da HPB, ja
compreendemos os efeitos adversos desta droga e a forte associacdo com a DE (79). Estudos
anteriores mostraram que a dutasterida promove importantes modificacdes histomorfométricas
no CC de roedores (6, 7). Os mecanismos pelos quais os 5-ARIs alteram a morfologia e a fungédo
do pénis pode estar ligado & deplecdo de DHT. O pénis é um 6rgdo andrdgeno dependente, a
diminuicdo dos hormdnios masculinos esta associada a alteracbes morfologicas. A DHT
também esta relacionada diretamente na sintese local de 6xido nitrico, que desempenha um
papel importante no relaxamento do musculo liso do CC, importante na ere¢do do pénis (10).

A tansulosina surgiu como uma opc¢éo de tratamento para HPB, pois tem um mecanismo
de acdo diferente dos 5-ARI. Uma vantagem notavel dos alfa-1-bloqueadores é que eles ndo
interferem na funcao erétil ou nos niveis de testosterona dos pacientes (80, 81). No entanto,
para alguns pacientes, a terapia combinada (com dutasterida e tansulosina) é necessaria para
tratar adequadamente HPB. Embora os efeitos da dutasterida no tecido peniano de animais
experimentais tenha sido relatado neste estudo, este é o primeiro estudo a relatar alteracGes
morfologicas no pénis de animais tratados com a tansulosina ou em combina¢do com
dutasterida.

Reducdes da area do corte transversal do pénis e area do CC foram observadas em todos
0s grupos tratados. No geral, para essas medi¢cdes, 0s animais tratados com tansulosina
mostraram resultados ligeiramente melhores do que aqueles que receberam dutasterida. Como
os efeitos adversos da tansulosina sobre o tamanho ou didmetro do pénis nunca foi estudado,
nem em pacientes nem em modelos experimentais, esses resultados foram muito inesperados.
Assim, é dificil imaginar possiveis mecanismos que explicam esses achados. Uma possivel
explicacdo é que o bloqueio dos receptores alfa-adrenérgicos leva a uma reducdo da pressdo
arterial (82, 83), que pode gerar uma reducdo do fluxo sanguineo no CC. Esta reducéo do fluxo
sanguineo no CC pode promover alteracdo na morfologia do CC.

Outras modificagdes na histoarquitetura do CC foram observadas em todos 0s grupos
tratados. Os animais tratados com dutasterida neste estudo confirmaram os outros estudos, que
mostraram que 5-ARIs induzem fibrose peniana (aumento do tecido conjuntivo e inferior
musculatura lisa do CC) (6, 7). Curiosamente, animais tratados com tansulosina também
apresentaram alteracdes no CC. Mesmo assim, os resultados de tecido conjuntivo, espaco

sinusoidal e do musculo liso do CC no grupo Tam foi menor do que no grupo Dut. A excegéo
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a ser destacada foi em relacdo ao sistema elastico quantidade das fibras elésticas, que nao foi
alterado pelo tratamento com tansulosina, mas sim pela dutasterida.

Além disso, a terapia combinada provou ser (para todos os parametros) mais prejudicial
para a morfologia peniana que a dutasterida ou a tansulosina sozinhas. Assim, € possivel supor
que houve uma agéo exacerbada dessas drogas na morfologia intracavernosa.

Pode-se presumir que as drogas atuam por diferentes mecanismos de a¢do na morfologia
pénis como na maioria dos 6rgdos, no pénis a morfologia esta intimamente relacionada com a
funcdo erétil. Especificamente em relagdo aos orgdos do sistema urogenital masculino, a
integridade intracavernosa e fundamental manter a erec¢do. Isso foi demonstrado tanto no
homem (84) quanto em animais experimentais (8, 85, 86).

O CC tanto do homem quanto dos roedores é composto basicamente de fibras
musculares lisas, tecido conjuntivo, espaco sinusoidal e vasos sanguineos, e cada um desses
tecidos tem suas préprias caracteristicas e fungdes. Durante a erecdo, o musculo liso (em
resposta a estimulos neurais) relaxa e o espago sinusoidal fica preenchido com sangue. O tecido
conjuntivo (que é composto principalmente por fibras colagenas e elasticas) permite 0 aumento
e alongamento peniano, mas também deve restringir sua expansao (o que mantém um ambiente
de alta pressdo). Além disso, todos os componentes devem mostram elasticidade para restaurar
a morfologia peniana normal apds a erecdo (8). Para que este complicado mecanismo
fisiol6gico seja alcancado, proporcdes adequadas de cada tecido cavernoso € necessario para
erecdo regular e detumescéncia (84).

E com este conceito em mente que se torna muito interessante quantificar cada tecido
cavernoso. O uso de métodos morfométricos na pesquisa da funcao erétil permite a comparacgao
precisa de amostras submetidas a diferentes condicOes, e a densidade superficial do tecido
conjuntivo, fibras musculares lisas e fibras do sistema elastico sdo comumente avaliados para
este fim (72). Este método tem sido usado com sucesso para determinar as proporcées dos
componentes intracavernosos em diferentes situacdes (6, 8, 85). Até onde sabemos, este estudo
é o primeiro de seu tipo a mostrar a modificacdes cavernosas apos tansulosina, isoladamente
ou em terapia combinada com dutasterida.

Um aspecto importante a ser investigado é se essas modificacdes sdo permanentes ou se
amorfologia peniana pode voltar ao normal apos a interrupgédo dos tratamentos. Estudos futuros
com foco em longo prazo séo deverdo ser realizados.

Vale ressaltar que os resultados deste estudo ndo devem ser diretamente transpostos a
para 0s humanos. Embora os pénis dos roedores apresentem a mesma estrutura componentes e

parecem ser muito comparaveis (em resposta a condi¢des semelhantes) (8, 11, 72), humanos e
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roedores tem organizacéo estrutural intracavernosa diferentes e isso pode ser considerado uma
limitacdo neste estudo. Além disso, os ratos estudados ndo tinham DE ou HPB, e diferentes
resultados podem ser alcangados nesses cenarios (DE e HPB).

Nos rins, esse é o0 primeiro a demonstrar que o tratamento combinado (dutasterida e
tansulosina) induz a reducdo do nimero de glomérulos em roedores. Efeitos colaterais ja foram
dissertados em outros estudos principalmente na histoarquitetura do pénis (6, 7, 9). No entanto,
as informacOes sobre os efeitos adversos em outros 6rgdos sdo escassas, especialmente em
tecidos normalmente ndo reconhecidos como dependentes de andrégenos como 0s rins.

Vaérias condi¢des podem gerar a redugdo do nimero de glomérulos como os tratamentos
com 5-ARI, estresse, isquemia renal, ablacdo por radiofrequéncia, hipertensdo e diabetes (17-
19, 21, 22, 74, 87). Todas essas condi¢des estdo associadas a um risco aumentado de doenca
renal crénica. Além disso, a relacdo entre a reducdo da quantidade de glomérulos e taxa de
filtracdo glomerular diminuida é bem conhecida (88). Assim, a quantificagdo do nimero de
glomérulos, que corresponde ao nimero de néfrons, torna-se um método Util e sensivel para
avaliar possiveis alteragdes morfologicas alem de danos a funcéo renal.

Em estudo com animais experimentais, observou-se que o tratamento com 5-ARI
reduziu a quantidade de glomérulos no rim e alterou os niveis séricos de uréia e creatinina (21).
No entanto, a fungdo renal nem sempre € imediatamente prejudicada pela perda glomerular e
outros estudos ja demonstraram perda consideravel de glomérulos sem alteracdes nos niveis
séricos de uréia ou creatinina (74, 87). Todas essas condicdes estdo associadas a um risco
aumentado de doenca renal cronica. Além disso, a relacdo entre glomérulos diminuidos e taxa
de filtracdo glomerular diminuida é bem conhecida (88). Assim, a quantificacdo do nimero de
glomérulos, que corresponde ao nimero de néfrons, torna-se um método Util e sensivel para
avaliar morfologicamente possiveis danos a funcéo renal.

No entanto, a funcdo renal nem sempre é imediatamente prejudicada pela perda
glomerular e outros estudos ja demonstraram perda consideravel de glomérulos sem alteracdes
nos niveis sericos de uréia ou creatinina (74, 87). Embora a perda de glomérulos seja
irreversivel (21, 89), glomérulos ndo afetados podem aumentar sua taxa de filtracdo, mantendo
assim os biomarcadores renais em um nivel normal (90).

Alguns estudos mostraram que o tratamento com 5-ARIs causa diminui¢do o nimero
de glomérulos e dos niveis séricos de uréia e creatinina, expressdo de VEGF, aumento do
colageno na zona medular renal e apoptose das células renais (21, 55, 91, 92). O DHT ¢
conhecido por regular diversas fungfes em 6rgdos androgenos dependentes, e a privagdo desse

horménio (que € inibido pelos 5-ARIs) pode promover alteragdes no sistema urogenital (6, 7,
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9, 10, 21, 24). Além disso, foi demonstrado anteriormente que a reducéo de DHT afeta tanto a
angiogénese quanto os niveis de VEGF na prostata (56, 93, 94). Estudos futuros que adicionam
informacdes sobre os mecanismos subjacentes a atividade de DHT ou 5-alfa-androstenediona
e 5-ARI no tecido renal sdo necessarios.

Em nosso estudo, observamos que o nimero de glomérulos diminuiu nos animais
tratados com dutasterida e tansulosina, com maior reducdo observada nos animais tratados com
dutasterida. O fato de essa droga atuar em mais isoformas da enzima 5-alfa-redutase pode
explicar o maior dano renal observado no presente estudo. No entanto, a reducdo do numero
em animais tratados com tansulosina ainda néo foi relatado anteriormente na literatura (62, 95).

Assim, em pacientes cuja funcdo renal é um aspecto importante a ser considerado, 0 uso
do tratamento com tansulosina e dutasterida pode ser preferivel a dutasterida. O uso de alfa
bloqueadores ndo seletivos como a doxazosina, que pode ser uma boa opc¢ao para o tratamento
da HPB sem alterar a qualidade de vida dos pacientes (96). Essa opg¢ao pode ser a mais indicada,
pois ainda ndo hé efeitos adversos descritos na literatura de pacientes que usaram doxazosina e
apresentaram reducdo do nimero de glomérulos.

Embora os roedores sejam amplamente utilizados, o uso de um modelo animal pode ser
considerado uma limitacdo do presente estudo, pois os resultados ndo podem ser extrapolados
diretamente para humanos. Futuros estudos clinicos que acrescentem conhecimento sobre 0s
possiveis danos renais causados pela dutasterida e tansulosina sdo necessarios. Além disso,
estudos com periodos de acompanhamento mais longos sdo necessarios para entender melhor

os efeitos renais de longo prazo da dutasterida e da tansulosina.
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CONCLUSAO

Os tratamentos farmacologicos combinados ou isolados da dutasterida e tansulosina
promoveram alteragdes na morfometria peniana, em um modelo de roedor. A dutasterida
promoveu mais modificacbes na histoarquitetura do CC quando comparado ao tratamento
isolado com a tansulosina. A terapia combinada com ambas as drogas ndo impediu os impactos
promovidos pela dutasterida, ao contrario do que se pensava, 0 tratamento combinado
promoveu mais modificagdes no CC do que o tratamento isolado com a dutasterida. Estudos
futuros sdo necessarios para elucidar os possiveis mecanismos pelos quais a tansulosina atua
no pénis, histoarquitetura e funcao erétil.

Na morfologia renal, o tratamento combinado da dutasterida e tansulosina promoveu
alterac6es morfoldgicas em rins de ratos. Além disso, destaco que os ratos do grupo dutasterida
apresentaram modificacdes na histoarquitetura renal mais graves do que os do grupo dutasterida
e tansulosina. Tais alteracGes sdao compativeis com a perda de néfrons. Contudo, destaco que

mais estudos precisam ser elaborados para corroborar as alteracdes na morfologia renal de ratos.
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