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RESUMO

GALLO, Carla Braga Mano. Efeitos da castragado e da reposi¢cdo hormonal com undecanoato
de testosterona na bexiga urindria de ratos. Analise estrutural, ultra-estrutural e bioguimica.
2009. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirdrgicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 20009.

Evidencias recentes em animais e humanos sugerem que niveis adequados de
testosterona sdo necessarios para as fungdes adequadas de diversos 6rgdos do sistema
urogenital, incluindo a bexiga urinaria. Estudos sobre os efeitos da testosterona na estrutura da
parede da bexiga sdo raros. Portanto, o objetivo do presente trabalho é avaliar através de
métodos qualitativos e quantitativos, as alteracfes estruturais da parede vesical de ratos
submetidos a castracdo cirdrgica, bem como o papel da reposi¢cdo hormonal na reversao das
possiveis alteragdes estruturais. Foram usados 24 ratos machos Sprague-Dawley com
aproximadamente 12 semanas de idade. Os animais foram divididos em 3 grupos compostos
de 8 animais cada e tratados como a seguir. C = Grupo Castrado — os animais foram
submetidos a orquiectomia e sacrificados apos 2 meses, S = Grupo Simulado — 0s animais
foram submetidos a operacdo simulada e sacrificados apds 2 meses, T = Grupo Testosterona —
os animais foram submetidos a castracdo e apds 1 més foram submetidos a reposicao
hormonal com undecanoato de testosterona em dose Unica subcutanea de 100 mg/kg (T) e
apos 1 més da reposicdo hormonal foram sacrificados. Foram realizadas analises quantitativa
e gualitativa do colageno (usando histoquimica, histomorfometria, bioquimica e microscopia
eletrénica de varredura), e analise histomorfométrica do musculo liso e das fibras do sistema
elastico na parede da bexiga em controles e em ratos submetidos apenas a castracdo, e em
ratos submetidos a castracdo e reposicdo hormonal. A analise morfométrica da altura do
urotélio ndo apresentou diferenca entre os grupos. Ndo houve diferenca significativa na
analise quantitativa do colageno, tanto por histomorfometria quanto por bioquimica.
Entretanto, a analise qualitativa mostrou diferencas do colageno no grupo castrado quando
comparado aos controles e aos ratos com reposicdo hormonal. Existiu uma diminuicdo
significativa nos valores absolutos das fibras do sistema elastico no grupo castrado. Por outro
lado, o musculo liso apresentou um aumento significativo na massa muscular por densidade
de area nos ratos castrados; entretanto, a contagem dos ndcleos das células musculares ndo
apresentou variagdo entre os grupos, demonstrando que o aumento foi devido a hipertrofia
muscular e ndo por aumento do nimero de células. Interessantemente, a reposi¢cdo hormonal
com testosterona foi capaz de reverter todas as alteracdes observadas. Os resultados sugerem
gue a reposicdo hormonal, mesmo quando instituida em fase tardia, é efetiva na reversdo das
alteracGes da parede da bexiga produzidas por hipogonadismo secundario.

Palavras chaves: bexiga, rato, testosterona, deficiéncia androgénica do envelhecimento
masculino, reposi¢do hormonal, histologia



ABSTRACT

Recent evidences in animals and humans have suggested that adequate levels of
testosterone are necessary to adequate functions of diverse organs of the urogenital system,
including the urinary bladder. Studies on the effects of testosterone in the bladder wall
structure are rare. Therefore, the objective of the present study is to evaluate, through
qualitative and quantitative methods, the structural alterations in the bladder wall of rats
submitted to surgical castration as well as the role of hormonal replacement in reversing the
possible structural alterations. We used 24 male Sprague-Dawley rats that were approximately
12 weeks of age. The animals were divided into 3 groups composed of 8 animals each and
treated as follows. Group C = group that underwent orchiectomy and were sacrificed after 2
months, Group S = sham group sacrificed after 2 months, and Group T = group that
underwent orchiectomy, and after 1 month underwent testosterone replacement with a
subcutaneous single dose of testosterone undecanoate at 100 mg/kg (T) and after 1 month of
hormonal replacement, the animals were sacrificed. We performed a qualitative and
quantitative analysis of collagen (by using histochemistry, histomorphometry, biochemistry,
and scanning electron microscopy), and a histomorphometric analysis of smooth muscle and
elastic system fibers in bladder wall of controls and rats submitted to orchiectomy alone and
with hormonal replacement. The histomorphometric analysis on the epithelial height did not
show differences among the groups. There was no statistically significant difference in the
quantitative analysis for collagen, both by histomorphometry and biochemistry. Nevertheless,
the qualitative analysis showed differences in collagen in the castrated group, when compared
to controls and to rats with hormonal replacement. There was a significant decrease in the
absolute values of elastic system fibers in the castrated group. On the other hand, the smooth
muscle presented a significant increase in muscular mass by density of area in castrated rats;
nevertheless, the counting of muscle cells nuclei did not present variation among the groups,
demonstrating that this increase was due to cellular hypertrophy rather than by an increase in
cells number. Interestingly, the hormonal replacement with testosterone was able to reverse
all alterations observed. The results suggest that hormonal replacement, even when instituted
at a late stage, is effective in reversing the bladder wall alterations produced by secondary
hypogonadism.

Keywords: bladder, rat, testosterone, androgen deficiency of the aging male, hormonal
replacement, histology
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INTRODUCAO

A populagdo mundial vem crescendo rapidamente, assim como a expectativa de
vida, e a0 mesmo tempo observa-se uma reducdo na taxa de fertilidade. Estas mudancas
em conjunto, culminam com o envelhecimento da populagao mundial.

A busca por boa qualidade de vida, ndo somente para viver cada vez mais, mas
sim para viver cada vez melhor, proporcionou um avango na medicina, na busca por
prevencao das doengas, com modernos tratamentos clinicos e cirargicos.

A habilidade para manter um estilo de vida ativa e independente, tdo longo
quanto possivel, ¢ um fator crucial na dignidade humana com o envelhecimento [1].

O campo das alteracdes hormonais no envelhecimento masculino se encontra em
expansdo, com aumento de interesse na comunidade médica e por parte do publico
leigo. Simultaneamente, a industria tomou consciéncia da sua importancia € enorme
potencial numa populacdo de homens mais idosos, que passam dos 50 anos. Uma
parcela significativa (13,3%) da populacdo masculina brasileira acima dos 40 anos tem
sintomatologia sugestiva de Deficiéncia Androgénica do Envelhecimento Masculino
(DAEM). Falha erétil, falta de desejo e/ou desempenho sexual insatisfatorio,
irritabilidade, alteracdes do sono, dores nas articulagdes e musculos e estado depressivo,
entre outros, compdem essa sintomatologia [2]. Deve-se investigar DAEM em homens
acima de 40 anos com falha de ere¢do e sem resposta aos inibidores de fosfodiesterase
tipo 5 (PDES). Também, deve-se investigar DAEM em homens acima de 40 anos com
sintomatologia depressiva e que ndo respondem ao tratamento antidepressivo [2].

Nos Estados Unidos da América estima-se que existam aproximadamente 2.4
milhdes de pessoas com DAEM. A manifestacao clinica do hipogonadismo secundario
masculino tem sido bem definida acima dos 50 anos, mas a terapia de reposicao
hormonal ndo foi ainda amplamente aceita, em parte devido as expectativas ndo
satisfeitas, aos efeitos colaterais e aos possiveis riscos. Embora alguns trabalhos
apontem para os riscos de reposi¢do hormonal, especialmente com relagdo ao cancer de
prostata [3], trabalhos recentes tém demonstrado ser bastante segura a terapia de
reposi¢do hormonal masculina [4-6]. E sabido que pacientes com testosterona baixa e
cancer de prostata tém pior prognodstico [7], bem como tem sido demonstrado que a

incidéncia de cancer de prostata aumenta a medida que diminuem os niveis séricos de



testosterona [8]. Assim, diversas evidéncias recentes demonstram que a testosterona nao
induz cancer de prostata.

Com o envelhecimento ocorre redugdo progressiva na concentragdo sérica dos
hormdnios sexuais masculinos, que apresentam queda de 1% ao ano apos os 50 anos,
sendo que nas faixas etarias mais avangadas a testosterona esta reduzida entre 15 e 20%
dos individuos [9].

Na ultima década foram publicados numerosos trabalhos sobre as vantagens e
desvantagens do uso (reposicao) de testosterona em individuos idosos [10]. O interesse
demonstrado se deve a preocupagao na melhora da qualidade de vida de individuos do
sexo masculino. Estudos ja demonstraram que a testosterona intensifica o interesse
sexual e a suplementagdo de testosterona para castrados pode restaurar a fungdo erétil
[11,12].

A deficiéncia de testosterona causa uma menor lipélise, menor taxa metabolica,
deposicdo de gordura visceral e resisténcia a insulina. A obesidade central ¢ considerada
o fator de risco nimero um para a saide do homem e a associa¢do inversa entre a
testosterona e a obesidade central esta bem documentada. A obesidade central ¢ também
um fator de risco importante para disfuncdo erétil (DE), e a reducdo da obesidade
central pode melhorar a funcao erétil. O tecido adiposo abdominal coloca os homens em
um circulo vicioso que pode ser quebrado restaurando-se a testosterona para sua
varia¢do normal ou “natural” [13-15].

A investigacdo de resisténcia a insulina (controle glicémico) ¢ de importancia
central para o diagndstico e tratamento da diabetes tipo 2. Foi verificado que até¢ 50%
dos pacientes com diabetes sdo hipogonadais e que a restauracao da testosterona para a
variagao normal (“natural”) melhora o controle glicémico. Os pacientes diabéticos com
DE podem ser candidatos muito interessantes para o tratamento de combinagdo com
inibidores da PDES e testosterona exdgena. Também, os triglicérides elevados e a
lipoproteina de alta densidade (HDL) baixo foram identificados como fatores de risco
para a saide masculina. A associacdo deles com a testosterona baixa e a DE foi
demonstrada em estudos epidemiolédgicos e de intervengdo. A testosterona IM e o gel de
testosterona melhoram o padréo lipidico [15-19].

Também, a hipertensao ¢ bem conhecida como um fator de risco para a saude
cardiovascular e estd relacionada a deficiéncia de testosterona. Muitos estudos

demonstraram o alto predominio de disfungdo erétil nos homens com pressao arterial



alta. Existem evidéncias recentes de que a testosterona reduz significativamente a
hipertensao [20-22].

A terapia de reposicdo androgénica em homens hipogonadicos estd bem
documentada, especialmente porque a restauragdo das concentragdes de testosterona nos
limites normais mantém as caracteristicas sexuais, a energia, o humor, o
desenvolvimento de massa muscular ¢ o aumento de massa 6ssea [10].

A acdo da testosterona na prdstata e no pénis recebeu maior atengdo quando
comparados aos demais o6rgdos do sistema urogenital. Trabalhos que enfocam outros
orgdos do sistema urogenital sdo raros. Menos numerosos ainda sao aqueles que tratam
das alteragdes na bexiga [23]. Além disso, os trabalhos existentes mostram a acao da
testosterona quando a reposicdo hormonal ¢ feita em tempo relativamente curto apds a
constatacdo do déficit hormonal. Pouco se sabe dos efeitos da reposicdo hormonal
tardia. Rekers et al. (1992) [24] mostraram que o hipoestrogenismo diminui o tecido
conjuntivo de sustentacdo da bexiga e da uretra. Ha perda de elasticidade e atrofia da
mucosa uretral e do colo vesical, assim como comprometimento do aporte sangiiineo e
do coldgeno, e reducdo da resposta muscular da uretra ao estimulo adrenérgico. Tais
eventos contribuem para diminuir a pressdo intra-uretral e a taxa de transmissdo da
pressao abdominal a uretra proximal, elementos fundamentais na continéncia urinaria.

Cayan et al. (2008) [23] fizeram um estudo experimental, utilizando
urodindmica e andlise histologica, em ratas castradas submetidas a reposi¢ao hormonal
com testosterona isoladamente e com testosterona e estradiol. O estudo mostrou que a
funcdo vesical pode deteriorar-se na pés-menopausa. Além da reposi¢cdo hormonal com
estrogénio, a testosterona teve um importante papel para aumentar o musculo liso da
bexiga. Isto pode levar a uma melhora da fungdo vesical nas mulheres menopausadas
com disfun¢do do sistema urogenital.

Com o envelhecimento a diminuicdo de testosterona contribui para a freqiiéncia
urinaria, causando desconforto em homens idosos [25].

Koristsiadis et al. (2008) [26] demonstraram em humanos que baixos niveis de
testosterona em pacientes com obstru¢do ao fluxo vesical correlacionaram
negativamente com a pressao ao final da mic¢do e com a pressao do detrusor ao fluxo
maximo, assim como promoveram hiperatividade do detrusor. Concluiram que os
androgénios parecem ter um papel de melhorar a fun¢do do trato urinario inferior.

Foi demonstrado em estudos com humanos que além de melhorar a fungdo

sexual, a terapia de reposi¢do com testosterona pode também melhorar os sintomas do



trato urinario inferior e fun¢do vesical. Esta melhora ¢ através do aumento da
complacéncia e da capacidade da bexiga e diminui¢ao da pressao do detrusor ao fluxo
maximo em homens com hipogonadismo sintoméatico de aparecimento tardio [27,28].

Atualmente, existem fortes evidéncias de que a obesidade central em adultos, a
sindrome metabdlica, a disfuncdo erétil e os sintomas do trato urinario inferior (STUI)
estdo associados com niveis de testosterona abaixo do normal, embora a relacao entre
testosterona e STUI ainda ndo esteja bem estabelecida. Foram estudados 95 homens
hipogonadicos de meia idade e idosos, tratados com undecanoato de testosterona
intramuscular. Com respeito ao trato urinario foram avaliados o Escore Internacional de
Sintomas Prostaticos (IPSS), o volume prostatico e o antigeno prostatico especifico.
Houve melhora no IPSS, embora o mecanismo de acdo da testosterona ainda nao esteja
claro [29].

Assim, nesta visdo holistica da satde masculina e na investigagdo do sistema
urogenital, temos analisado o papel e a importancia da testosterona em diversos 6rgaos
deste sistema. Miranda (2009) [30] realizou recentemente em nosso laboratério, um
trabalho original analisando os efeitos da castracdo cirirgica, com e sem reposi¢ao
hormonal, nas estruturas do corpo cavernoso de ratos machos. No presente trabalho,
seguindo o mesmo protocolo de pesquisa, o foco da investigacao € a bexiga urinaria.

O objetivo do presente trabalho ¢ através de métodos quantitativos e qualitativos
caracterizar as possiveis alteracdes estruturais na parede da bexiga de ratos submetidos a
castracdo cirurgica, bem como o papel da reposi¢do hormonal com testosterona para

reverter possiveis alteracdes observadas.



1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Comité de ética

O projeto e o protocolo de pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica para
o Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

(IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Anexo-1.

1.2 Descricdo da amostra

Foram utilizados 24 ratos Sprague-Dawley machos, mantidos em biotério sob
condi¢des padrdo, com idade de 12 semanas, divididos em 3 grupos de 8 animais cada:
e Grupo-C - Castrado
e Grupo-S - Simulado

e Grupo-T - Castrado com reposi¢ao de Testosterona

1.3 Cronograma de trabalho

Dia - 1 - Foi realizado o procedimento cirrgico nos 24 ratos:
e Grupo-C - Castragao dos ratos

e Grupo-S - Simulagdo da cirurgia de castragdo

e Grupo-T - Castragdo dos ratos

Dia - 30 - Reposi¢ao hormonal com testosterona no grupo T.

Dia - 60 - Sacrificio de todos os animais.



N Grupos
(Ratos machos Sprague-Dawley)

Dial

C - CASTRADO

S - SIMULADO

C - CASTRADO +
TESTOSTERONA

Figura 1 - Cronograma de trabalho.

1.4 Procedimento cirdargico

Todo procedimento cirurgico foi realizado no Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas - UERIJ.

No dia-1, todos os grupos foram submetidos a cirurgia com anestesia
intraperitoneal de 60 a 80mg de cetamina + 8§ a 15mg de xilazina, por quilo de peso

corporal. Foi realizada a abertura do escroto na linha média com incisdo de 2 cm e

dissec¢do até a exposicao dos testiculos. (Figura -2)

Os grupos-C e T tiveram os testiculos retirados ap6s prévia ligadura do cordao

espermatico com fio de algodao 3-0.

No grupo-S, os testiculos foram expostos, manipulados e reinseridos no escroto.

Todos os grupos tiveram a bolsa escrotal fechada com pontos simples de fios de

nylon 4-0.

Dia Dia

30 60
o
O
LL
x
O
<
%)

Testosterona




Figura 2 — Procedimento cirurgico nos grupos simulado e castrado. No grupo castrado, procedia-se a
ligadura do cordao espermatico e retirada do testiculo. No grupo simulado, ap6s a etapa indicada em C, o
testiculo era re-posicionado no escroto.



1.5 Suplementagédo com testosterona

No dia-30 foi feita a suplementagdo hormonal no grupo-T, com undecanoato de

testosterona em dose Unica, subcutanea, de 100mg/kg [31].

1.6 Sacrificio dos animais e obtencdo do material bioldgico

Apo6s 60 dias todos os animais foram sacrificados. Os animais foram sedados

com éter sulfurico e mortos por deslocamento cervical.

1.6.1 Coleta de sangue

O sangue foi retirado por puncdo intracardiaca (do ventriculo direito) e
imediatamente acondicionado em gelo e posteriormente centrifugado a 4°C em 3000
rpm por 30 min. O plasma foi separado e estocado a -80°C. A partir do plasma foi

realizada a dosagem das concentracdes séricas de testosterona.

1.6.2 Coleta da bexiga

As bexigas dos ratos foram dissecadas e retiradas, sendo divididas em segmentos
e imediatamente colocadas em diferentes fixadores para serem analisadas por

histoquimica, bioquimica, e microscopia eletronica de varredura (Figura-3 e 4).



BEXIGA

Figura 3 — Bexiga de rato.

1° segmento (ctpula da bexiga) - Fixado
por congelagdo (—80°C) e utilizado para

bioquimica

| 2° segmento (regido mediana) - Fixado em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato e
utilizado para analise em microscopia

seletronica de varredura.

3° segmento - Fixado em formalina

tamponada 10% e utilizado para analise em

BEXIGA

microscopia de Luz.

Figura 4 — Esquema das divisdes feitas na bexiga.
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1.7 Técnicas utilizadas para analise das amostras

1.7.1 Dosagem de testosterona sérica

A dosagem da concentracao de testosterona foi realizada em todos os grupos a
partir do plasma no Laboratério de Biologia Celular ¢ Molecular da Unidade de
Pesquisa Urogenital — UERJ. As concentracdes séricas de testosterona foram
determinadas usando radioimunoensaio (RIA) especifico para o horménio (RIC
Pharmaceuticals, Inc, CA, EUA). O coeficiente de variagdo intra e inter-ensaio foi 4,6 ¢
7,5% para testosterona. Sensibilidade do RIA foi 0,04 ng/mL para testosterona [32].

Foi feita andlise de variancia univariada ANOVA, seguida do teste de
comparacdo multipla de Newman-Keuls. Os dados foram analisados no software

Graphpad Prism 5.00.

1.7.2 Microscopia de luz

No Laboratério de Estrutura e Ultraestrutura da Unidade de Pesquisa Urogenital
— UERJ foi realizado todo procedimento de preparo do material e obtencdo de
resultados referentes a microscopia de luz.

O material utilizado para a microscopia de luz foi fixado em formalina
tamponada 10% e processado para inclusdo em paraplast. Os cortes histologicos foram

feitos com 3um de espessura e corados por diferentes técnicas histoldgicas.
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1.7.3 Histoquimica

Hematoxilina & Eosina - Os cortes corados por hematoxilina & eosina foram
utilizados para verificar a integridade do tecido e quantificagdo dos nucleos do musculo
vesical (detrusor) por unidade de area (observados com objetiva de 40x).

Resorcina-Fucsina de Weigert - Os cortes corados pela técnica Resorcina-
fucsina de Weigert com prévia oxidagao pela oxona foram utilizados na quantificagdo
das fibras do sistema elastico.

Vermelho de Picrosirius - Os cortes corados com a técnica de Vermelho de
Picrosirius (observados com e sem luz polarizada) foram utilizados para as seguintes
observagoes:

e Andlise qualitativa dos diferentes tipos de coldgeno (sob luz polarizada, observadas
com objetiva de 40x).

e Andlise morfométrica da altura do epitélio (sem luz polarizada, com imagem
capturada através de objetiva de 60x).

e Analise quantitativa da parede da bexiga, colageno e fibras musculares lisas (sem

luz polarizada, com imagem capturada através de objetiva de 10x)
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1.7.4 Métodos quantitativos em microscopia de luz

1.7.4.1 Captura e Analise das Imagens

Todos os cortes dos tecidos foram fotografados sob as mesmas condigdes € com
uma resolucdo de 2040 x 1536 pixels, com uma camera digital (Olympus DP70, Tokyo,
Japan) diretamente acoplada a um microscopio (Olympus BXS51, Tokyo, Japan) e

armazenada no formato de arquivo TIFF.

1.7.4.2 Morfometria do Epitélio

Foram obtidos 2 cortes histologicos da bexiga de cada animal (8 animais por
grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte e aferidas 10 medidas em cada campo.
Assim, foram analisados 10 campos e aferidas 100 medidas em cada animal, totalizando
80 campos e 800 afericdes em cada grupo.

O software Image J versao 1.4 (NIH, Bethesda, USA), carregado com seu

proprio “plugin” (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/) foi usado para afericao da altura do

epitélio (Figura — 5).


http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/
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Figura 5 - A) Utilizagdo do software Image J para visualizacdo da fotomicrografia e aferi¢ao da altura do
epitélio.
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Figura 5 — B) Calibragdo para 2040 x 1536 (600x). Ajustes feitos com a ferramenta “Analyse / Set
Scale”.
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Figura 5 — C) Marcagdo da altura do epitélio para aferigao.
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Figura 5 — D) Ferramenta “Measure” para obtencdo do valor da altura do epitélio.
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1.7.4.3 Quantificagdo de fibras do sistema elastico

Foram obtidos 5 cortes histologicos da bexiga de cada animal (8 animais por
grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte, perfazendo um total de 25 campos

em cada animal, totalizando 200 campos em cada grupo.

O software Image J versdo 1.4 (NIH, Bethesda, USA), carregado com seu

proprio “plugin” (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/) foi usado para a quantificacdo das

fibras do sistema elastico. Uma grade contendo 100 pontos foi sobreposta na fotografia
digital dos campos obtidos das paredes das bexigas e, apds a selecao da area na lamina
propria, foi feita a quantificacdo das fibras com a ajuda do “plugin cell counter. As
fibras do sistema elastico dos vasos da lamina propria ndo foram quantificadas. (Figura

_6)

As médias obtidas por animal foram colocadas no programa GraphPad Prism
5.00 utilizando o tratamento estatistico da andlise de variancia (ANOVA) com pds-teste

de Bonferroni’s para comparagdes multiplas.


http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/
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Figura 6 — A) Calibragdo para 2040 x 1536 (400x).

File Edi Image Process o :'rnmwmmhmwwmm
OjglajoE DQlaE =] £|#|% | Alalo] 2| @[salsujvr| |5 &]_|»
Cwvmicoer wany

Figura 6 — B) Imagem que sera analisada e marcag@o da lamina propria.



Figura 6 — C) Inversdo da selecdo para eliminar o que ndo fara parte da analise.
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Figura 6 — D) Imagem somente com o que sera analisado. Novamente, inversdo para mensurar a area
selecionada (lamina propria).
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Figura 6 — E) Lamina propria foi mensurada. Utilizacdo do “Plugin grid” para inserir a grade.
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Figura 6 — F) Para avaliar o percentual de tecido eldstico na ldmina propria, uma grade com cruzes, foi

colocada sobre o corte histologico, sendo que 100 cruzes ficavam sobre a area de lamina propria
previamente estipulada.



19

" [Fie Eox mage Process nayae

Utides
Dlalaiol-| <+ AlalnE

Faers
Graptics

Gna

Gnd Cyciod AT

G0 Cyciokd At Bateh Processor
nput-Output

R

acros

Mcropcop Scale
Moment Cairussr
Hamesd Mt

POF wrter
senp

‘SpectyLing
Stacks )

Figura 6 — G) Com a utilizagdo do “plugin cell counter” foram marcadas as fibras que passavam no
quadrante superior direito de cada cruz da grade. A partir do nimero de pontos selecionados, foi
calculada a porcentagem de fibras do sistema eléstico da area quantificada.
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1.7.4.4 Quantificacdo da area da parede da bexiga, colageno e fibras musculares lisas

Nos cortes corados pelo método de vermelho de Picrosirius e capturados com
objetiva de 20X, a area de superficie ocupada pela parede da bexiga, a area do coldgeno
e a area de musculo liso, foram analisadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5.0.29 for
Windows 98/NT/ 2000, utilizando uma técnica computacional baseada em segmentacdo
de cores [33]. Estas areas foram determinadas em porcentagem por diferentes gama de
cores. Para cada imagem a relagdo entre as cores foi calculada pela subtragdo destas
porcentagens. Foram obtidos 5 cortes histoldgicos da bexiga de cada animal (8 animais
por grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte, perfazendo um total de 25
campos em cada animal.

As médias obtidas por animal foram colocadas no programa GraphPad Prism
5.00 utilizando-se o tratamento estatistico da andlise de varidncia (ANOVA) com pos-

teste de comparacdo multipla de Tukey.
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1.7.4.4.1 Quantificagdo da area da bexiga

Foram obtidos 5 cortes histologicos da bexiga de cada animal (8 animais por
grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte, perfazendo um total de 25 campos

em cada animal e totalizando 200 campos em cada grupo.

Foi utilizada uma técnica computacional baseada em segmentacao de cores, no
software Image Pro Plus, para identificagdo do espaco ocupado pela parede da bexiga,

em cada campo, e para todos os grupos, como descrito a seguir (Figura — 7):

L. Adobe Phetoshop - (G5 Bex 4 L 2 C 2 100X 3, jpg @ 41, 3% (RGH)|
T amwvo [ltw [regen Coneds Seleconsr [Rio Wouscw Janels Auds
Q| Badarnionsr Fars Absrtsr Juvabia | [ iguarar Bamian

[ o e » oo

Figura 7 - A) Utilizag@o do software Adobe Photoshop para visualizacdo da fotomicrografia da parede da
bexiga no campo previamente capturado.
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Figura 7 - B) Selegdo do fundo com escurecimento do mesmo e retirada do urotélio, para obtengdo de um
campo especifico apenas com a parede da bexiga, a ser utilizado pelo software Image-Pro Plus.
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Figura 7 — C) Com a fotomicrografia da parede da bexiga sem o urotélio ¢ com o fundo em preto, a
imagem foi salva e aberta no software Image-Pro, para ser feita a avaliagdo da porcentagem que a parede
da bexiga ocupava na fotomicrografia. A drea marcada em preto foi transformada em verde, sendo
utilizado a ferramenta “perfomance seguimentation”, com a finalidade de definir a area da bexiga.
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Figura 7— D) Com a marcagdo feita em verde, foi criada uma mascara através do botdo New Mask,
visando a quantificagdo da area de bexiga.
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Figura 7 - E) Em branco a mascara e em preto a parte correspondente a parede da bexiga.
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Figura 7 - F) Com a ferramenta “Histogram” foi realizada a mensura¢do da area. Inicialmente o

histograma aparece com as marcagdes (em verde) significando as areas limites para as cores preto (lado
esquerdo) e branco (lado direito).
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Figura 7 - G) O afastamento das linhas do “Histogram” para o limite maximo externo indica a area total
correspondente ao campo todo da imagem, identificado na figura como 100%. Assim, foi avaliada a area
em percentagem, que a bexiga ocupa na area total da imagem.
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Os dados correspondentes a area da parede da bexiga, de cada rato, em cada

grupo, foram lancados em uma tabela no software Microsoft Excel.
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1.7.4.4.2 Quantificagdo do coldgeno e do musculo liso na parede da bexiga

Foram obtidos 5 cortes histologicos da bexiga de cada animal (8 animais por
grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte, perfazendo um total de 25 campos

em cada animal e totalizando 200 campos em cada grupo.

O colageno foi evidenciado pela sua cor em vermelho, utilizando o recurso de
segmentacdo de cor do software Image Pro Plus. Apds a evidenciagdo do colageno foi
criada uma mdscara em preto e branco, delimitando em branco o colageno e em preto o
restante da imagem. Com o recurso do “histogram” foi obtida a porcentagem do
colageno (total de branco na imagem), que extraido da porcentagem correspondente a
parede total, avaliada anteriormente, indicou a porcentagem de musculo liso na parede

da bexiga, como descrito a seguir (Figura -8).
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Figura 8 — A) Mesma imagem utilizada anteriormente na quantificacdo da parede da bexiga. Em verde,
foi feita a marcagdo das areas de cor vermelha na imagem original, que correspondiam ao colageno.
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Figura 8 — B) Assim, foi criada uma mascara para calcular a area que o colageno ocupava na bexiga,
onde a cor branca era de interesse (colageno).
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Figura 8 — C) Utilizagdo do histograma para quantificacdo, com a marcagdo do coldgeno em branco.

Os dados do colageno foram inseridos em um planilha Excel, onde j& constavam
os resultados da é4rea da parede da bexiga. A subtragdo entre ambos, gerou o
quantitativo de musculo liso na parede vesical.

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPrism. Para
analise de diferenca foi usado a ANOVA e para determinar a diferenca entre os grupos,

foi aplicado o teste Tukey's. A demostragdo do resultado final foi por gréaficos.
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1.7.4.5 Quantificacao de nucleos das fibras musculares lisas no detrusor

Foram obtidos 5 cortes histologicos da bexiga de cada animal (8 animais por
grupo), sendo analisados 5 campos em cada corte, perfazendo um total de 25 campos

em cada animal e totalizando 200 campos em cada grupo.

A contagem de nucleos foi feita utilizando a ferramenta de “plugin cell counter”,
utilizando-se o software Image J versdo 1.4 (NIH, Bethesda), carregado com seu proprio

“plugin” (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/) (Figura — 9 ) Foram feitas as medias ¢ a

densidade foi obtida dividindo-se o quantitativo de células pela medida da é4rea da

parede da bexiga por mm?,

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPrism. Para
analise de diferenga foi usada ANOVA com po6s teste de Bonferroni's para comparagoes

multiplas.

ﬁ
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Figura 9 - A) Calibragéo utilizando a barra de escala de 2040 x 1536 (400x).


http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/

29

Figura 9 — B) Utilizagdo do software Image J para visualizagdo da fotomicrografia e contagem dos
nucleos.

Figura 9 — C) Marcacdo da area para contagem.



Figura 9 - D) Utilizagdo da ferramenta “Clear outside” para remover a area que ndo sera utilizada para

contagem.
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Figura 9 - E) Mensuragdo da area.



31

Anatyze .
Area Calculator ffs o
Batch Statistics ' Countess - Actions 1
Cakculatar Plus CTyped 0] [ Keep Original

Calar v
Demas »
Examples .
 Filters v
Graphics .
| Geidd Cyeloid Arc

Grid Cyeloied Ase: Bateh Pracessor
Input-Output .
Jeale

Macros .
Microscope Scake

Momenk Calculator

Named Measurement

POE Writer Measure....

Sarew Markers

Faxport image
—

Specitling

Figura 9 - F) Ferramenta “Cell Counter” utilizada para contagem.

Figura 9 - G) Contagem de nucleos.
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1.11 Analise bioquimica

1.11.1 Concentracdo do colageno total na parede da bexiga

A técnica foi realizada no Laboratorio de Bioquimica da Matriz Extracelular da
Unidade de Pesquisa Urogenital — UERJ. A concentracdo do colageno total da bexiga
foi determinada pela dosagem colorimétrica de hidroxiprolina. Dessa forma de 5 a 14
mg de tecido seco e delipidado foi hidrolisado em 6N HCI por 18 horas a 118’C como
previamente descrito [34]. A dosagem foi realizada nos hidrolisados neutralizados
usando o método da cloramina T [35] e os resultados foram expressos em pg de
hidroxiprolina por mg de tecido seco e delipidado.

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPrism. Para
analise de diferenca foi usada ANOVA com pds teste de Bonferroni's para multiplas

comparacoes.
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1.12 Microscopia eletronica de varredura

Para observacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizado o
preparo da amostra com digestao celular [36]. Com auxilio de um estilete, foi retirado
da amostra um fragmento com cerca de 2 mm de comprimento que foi fixado em
glutaraldeido a 2,5 % por 24 h. Apds a fixacdo, o material foi lavado em tampao fosfato
por 3 vezes e submetido a uma solugdo aquosa de hidroxido de s6dio a 10% por 7 dias a
25°C, com troca diaria da solu¢do, o que levou a digestdo celular. Apds a digestdo, o
tecido foi lavado por varias horas em agua destilada e a pega banhada em solugdo
aquosa a 1% de acido tanico (overnight). Este procedimento foi necessario para tornar
as amostras mais resistentes e para aumentar a condutividade elétrica. O tecido foi
novamente lavado em 4gua destilada e pds-fixado em solugdo aquosa de tetroxido de
6smio por 3 horas. A seguir foi feita uma desidratacdo em concentragdes crescentes de
etanol a 30% (15 min), 50% (15 min), 70% (min), 90% (15 min), 100% (30 min) e
100% (30 min). A secagem foi realizada em equipamento de ponto critico Critical Point
Dryer - Pelco CPD2 (Figura-10), onde, sob pressdo, o etanol foi substituido pelo
didxido de carbono liquido, para completa desidratacdo da amostra.

Os fragmentos foram entdo montados em bases de aluminio e metalizadas com
ouro no equipamento Cressington Stutier Coater 108 (Figura-11). O material foi entao
analisado em microscopio eletronico de varredura modelo Zeiss Leo 435 (Figura-12)

operado a 20 kV, no Laboratorio de Microscopia Eletronica - LABMEL — UERJ.
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Figura 10 - Aparelho de ponto critico utilizado para desidratagao sob pressao (Critical Point Dryer - Pelco
CPD2).

Figura 11 - Processo de metalizagdo. A) - Aparelho metalizador Cressington Stutier Coater 108. B) -
Amostra metalizada, pronta para observa¢do no microscopio de varredura.



Figura 12 - Observacdo da amostra em microscopio eletronico de varredura modelo Zeiss Leo 435.
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2 RESULTADOS

2.1 Testosterona sérica

O grupo castrado (C) apresentou diferenga significativa quando comparado aos
grupos simulado (S) e castrado com reposi¢ao de testosterona (T).
O grupo S quando comparado ao grupo T ndo apresentou diferenca significativa.

Foi constatado que a reposicdo hormonal com undecanoato de testosterona na
dose tnica de 100 mg/kg por via subcutdnea em ratos castrados foi eficiente para
normalizar os niveis de testosterona no estudo realizado, pois ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos S e T, ao passo que o grupo C apresentou niveis

séricos indetectaveis de testosterona (Figura-13).
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* p<0,01

Figura 13 - Resultados para dosagem sérica de testosterona em ng/mL para os grupos castrado, simulado
(sham) e castrado com reposicdo de testosterona. ANOVA com pos teste de Newman Keuls, p <0, 01.
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2.2 Analise morfométrica, morfoldgica e bioquimica da parede da bexiga

2.2.1 Quantificacdo da altura do epitélio

Foi possivel realizar a morfometria nas imagens coradas pelo vermelho de

Picrosirius sem polarizacdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre os

grupos estudados (Figura-14).
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Figura 14 - Resultados para medida da altura do epitélio da bexiga em pm para os grupos Castrado (C),
Simulado (S) e Castrado com reposic¢do de testosterona (T). ANOVA; (p = 0,8369).
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2.2.2 Analise qualitativa do colageno

Ao observarmos a lamina propria e o musculo detrusor nas imagens coradas com
vermelho de Picrosirius sob luz polarizada, foi possivel constatar que o grupo castrado
apresentou uma predomindncia de fibras de cor verde e os grupos simulado e castrados
com reposi¢ao hormonal apresentaram uma predominancia de fibras de cor vermelha

(Figuras 15 e 16).
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Figura 15 - Analise qualitativa do coldgeno na lamina propria. A) Grupo castrado (C). B) Grupo simulado
(S). C) Grupo castrado com reposicdo de testosterona (T). Verifica-se que o grupo C apresentou
predominéncia de fibras de cor verde e os grupos S e T apresentaram predominancia de fibras de cor
vermelha. Vermelho de Picrosirius sob luz polarizada, X400.
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C

Figura 16 - Analise qualitativa do coldgeno no musculo da bexiga (detrusor). A) Grupo castrado (C). B)
Grupo simulado (S). C) Grupo castrado com reposi¢do de testosterona (T). Verifica-se que o grupo C
apresentou predominancia de fibras de cor verde e os grupos S e T apresentaram predominancia de fibras
de cor vermelha. Vermelho de Picrosirius sob luz polarizada, X400.
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2.3 Quantificacéo do colageno

Na quantificagdo do coldgeno foi verificado que ndo houve diferenga

significativa entre os grupos (Figura-17).

% Colageno

grupo C grupo S grupo T

Figura 17 - Resultado da quantificacdo do coldgeno na parede da bexiga. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos. ANOVA, p=0,1412.
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2.4 Quantificacdo bioquimica do colageno total

Na quantificagdo bioquimica do colageno total foi verificado que nido houve

diferenca significativa entre os grupos (Figura-18).

Colageno Total

(@)
©
@©
=]
2
o
©
(<))
3
o 80 -
(@)
)
[&]
e
o — —
E
Q
=
o
2
x
2
=] (o ]
<
(o))
3‘ I.l.l.l.l.l.l.l.l
J J
grupo C grupo S grupo T

Figura 18 - Resultado da quantificagdo bioquimica do coldgeno total na parede da bexiga. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos. ANOVA, p> 0,05.
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2.5 Quantificacdo das fibras do sistema elastico
Na quantificacdo das fibras do sistema eldstico foi verificado que o grupo

castrado apresentou diferenca significativa quando comparado aos grupos simulado e

castrado com reposicao de testosterona (Figura-19).

Fibras do Sistema Elastico

grupo C grupo $ grupo T

Figura 19 - Resultado da quantificac@o das fibras do sistema elastico na parede da bexiga. ANOVA com
pos teste de Bonferroni's, p = 0,002.
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2.6 Quantificacdo do musculo liso

Na quantificacdo do musculo liso, foram obtidos os seguintes resultados:
e O grupo castrado apresentou diferenga significativa quando comparado ao grupo
simulado (p < 0,05).
e O grupo castrado quando comparado ao grupo castrado com reposi¢ao de
testosterona nao apresentou diferenga significativa (p >0,05).
e O grupo simulado quando comparado ao grupo castrado com reposicao de

testosterona nao apresentou diferenga significativa (p >0,05).

Musculo Liso
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Figura 20 - Resultado da quantificagdo do musculo liso. O grupo castrado apresentou diferenga
significativa quando comparado ao grupo simulado (p < 0,05). O grupo simulado quando comparado ao
grupo castrado com reposi¢do de testosterona ndo apresentou diferenca significativa (p >0,05). (ANOVA
com pos teste de Teste de Tukey)
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2.7 Contagem de nucleos no musculo detrusor

Nao foi encontrada diferencga significativa entre os grupos com relagao ao

numero de nucleos de células musculares lisas no musculo da bexiga.

Densidade de Células por Area
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Figura 21 - Resultado da densidade de células musculares lisas por area no musculo da bexiga. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos. ANOVA, p=0,3035.
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2.8 Microscopia eletrdnica de varredura

2.8.1 Caracterizacdo das fibras colagenas

Grupo castrado - A microscopia eletronica de varredura mostra uma organizagao
de fibras com muitos espagos, apresentando um arranjo de fibras diferente dos demais
grupos.

Grupo simulado e grupo castrado com reposi¢ao de testosterona — Sao
identificadas grossas fibras coldgenas, possivelmente caracterizando o colageno tipo I,
encontrando-se presentes juntamente com um emaranhado de fibras reticulares
(colageno tipo III). Pode-se observar também uma rede de fibras reticulares que se
dispdem em diferentes direcoes (Figuras 22 e 23).

No geral, pode-se observar uma diferenga entre o grupo castrado e os grupos
simulado e castrado com reposicdo de testosterona. Nos grupos simulado e castrado
com reposicdo de testosterona verificou-se uma organizacdo mais semelhante, com
fibras mais aglomeradas, indicando uma quantidade maior destas fibras, quando

comparadas ao grupo castrado, Figuras 22 e 23.
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EHT=2000kY WD= 12mm

Figura 22 - Forma e arranjo das fibras colagenas observadas em microscopia eletronica de varredura.
Fibras colagenas em forma de corda emaranhadas na bexiga de ratos. Fibrilas colagenas muito finas
formando uma rede. Zeiss Leo 435, X5000.
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Figura 23 - Forma e arranjo das fibras coldgenas observadas em microscopia eletronica de varredura. A)
Grupo castrado. B) Grupo simulado. C) Grupo castrado com reposi¢do de testosterona. Fibras colagenas

em forma de corda emaranhadas na bexiga de ratos. Fibrilas colagenas muito finas formando uma rede.
Zeiss Leo 435, X2000.
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3 DISCUSSAO

O aumento da populacdo na terceira idade, que levou a necessidade de uma
qualidade de vida satisfatoria, estimulou a procura de solu¢des que poderiam minorar as
alteragdes secundarias ao processo de envelhecimento. Entre as alteracdes fisiologicas
que afetam o homem na terceira idade, a deficiéncia androgénica ¢ uma das mais
importantes, e pode afetar diversos o6rgaos e sistemas. O uso da reposi¢ao hormonal em
homens hipogonadicos ja foi analisado em diferentes artigos [18, 19,21, 22, 28].
Estudos com animais demonstraram que a castragdo e a reposi¢ao hormonal estdo
relacionadas a alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e estruturais [37-42]. No entanto, a
acdo da testosterona nos diferentes 6rgdos do sistema urogenital ainda ndo ¢ clara. A
suplementagdo de androgénio durante o envelhecimento de individuos do sexo
masculino parece ter efeito sobre a prostata e o pénis, onde a diminui¢ao progressiva de
testosterona traria como resultado a disfungao erétil [43-46]. Trabalhos relacionados a
diminui¢do de testosterona e suas conseqii€ncias na bexiga sao mais raros. O trabalho de
Chang et al. (2009) [47] sugeriu que a deficiéncia de testosterona pode ser o mecanismo
fisiopatologico que explicaria os sintomas do trato urinario inferior e a sindrome
metabolica no homem. Porém, dados quantitativos precisos sobre os efeitos da
testosterona na parede vesical, particularmente no musculo detrusor e na matriz
extracelular, ainda ndo foram determinados.

Nos anos recentes, apareceram indicios de que a manutencdo de uma fungao
vesical satisfatoria em homens na terceira idade depende ndo somente de um fluxo
urindrio livre (desobstruido), mas também de um trofismo vesical e uretral, que pode ser
dependente de androgénios e que pode ser afetado por niveis séricos baixos destes
hormonios [26-28].

No presente estudo experimental, a analise dos niveis séricos de testosterona em
ratos normais e castrados, nos permitiram testar a hipotese de que variagdes nos niveis
hormonais poderiam determinar alteragdes estruturais na bexiga urindria de ratos
machos. Também, a reposicdo hormonal realizada neste estudo, serviu para investigar se
as alteragdes estruturais causadas pela deficiéncia de testosterona poderiam ser
revertidas. Assim, além de determinar as possiveis alteragdes na parede vesical,
verificou-se também se as estruturas analisadas estariam cronica e definitivamente

afetadas pela caréncia hormonal. Para tanto, procurou-se estabelecer através de dados
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morfologicos, morfométricos e bioquimicos, a acdo da testosterona nos diferentes
elementos da parede vesical em ratos controle, ratos castrados e ratos submetidos a
reposi¢do de testosterona, caracterizando o substrato morfolodgico sobre o qual ocorre a
acao deste hormonio.

No resultado da avaliacdo da altura do epitélio da bexiga, em material corado
pelo vermelho de Picrosirius sem polarizagdo, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os 3 grupos estudados. Assim, a caréncia de testosterona motivada
pela castracdo, parece ndo ter afetado de forma significativa o epitélio vesical.

Na analise qualitativa do colageno, tanto na lamina propria quanto no musculo
da bexiga, verificamos que no material corado pelo vermelho de Picrosirius sob luz
polarizada, o grupo castrado apresentou uma predominéncia de fibras coradas em verde,
ao passo que o grupo controle e o grupo com reposicdo hormonal apresentaram
predominancia de cor vermelha. A cor verde indica uma concentragdo de colageno tipo-
II1, mostrando um “turnover” do colageno na bexiga dos ratos castrados. Por outro lado,
nos ratos que sofreram reposi¢ao hormonal, a predominancia de vermelho indica uma
maior concentragdo de colageno tipo-I, semelhante ao encontrado em controles, o que
sugere que a testosterona atua na polimeriza¢do do colageno, semelhante aos controles.
Isto também mostrou que a reposicdo hormonal, mesmo instituida em fases mais
tardias, levou a reversdo das alteragdes qualitativas no colageno da bexiga, semelhante
ao que ja havia sido descrito para o corpo cavernoso do pénis [30]. Também, a andlise
qualitativa do coldgeno por microscopia eletronica de varredura, mostra no grupo
castrado um arranjo do colageno com fibras apresentando muitos espagos entre as
mesmas, diferente do grupo simulado e do grupo com reposicao de testosterona, Por
este método foi observado que a reposicdo hormonal levou a reversdo das alteracdes
estruturais do colageno.

Com relagdo a quantificagdo computadorizada do colageno na parede da bexiga,
ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos. Estes achados diferem em
parte ao que foi apresentado previamente para o corpo cavernoso de ratos [30], onde foi
observada uma diminuicdo dos valores absolutos para o coldgeno total nos corpos
cavernosos de ratos castrados. Também, a andlise bioquimica da concentragdo do
colageno total da bexiga, determinada pela dosagem colorimétrica de hidroxiprolina,
demonstrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Assim, na bexiga, o colageno parece ndo ter sido afetado de modo significativo pela

privacdo hormonal, pelo menos quantitativamente, como mostraram os resultados
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obtidos tanto pela analise bioquimica como pela quantificagdo computadorizada. Ambos
os métodos comprovaram que a quantidade de coldgeno ¢ aproximadamente a mesma
nos trés grupos analisados. No entanto, a observagdo do coldgeno sob luz polarizada
pela técnica do Picrosirius, mostrou que existe uma modifica¢do no tipo de colageno
que parece ocorrer nos individuos castrados. Apesar do método de vermelho de
Picrosirius ndo ser preciso para determinar o tipo de colageno, € possivel supor que a
testosterona possa de alguma forma atuar sobre a sintese do coldgeno modificando ndo a
quantidade, mas a qualidade do mesmo.

Na quantificacdo por estereologia das fibras do sistema elastico, foi constatado
que o grupo castrado apresentou diminui¢ao significativa das fibras eladsticas quando
comparado ao grupo simulado e ao grupo com reposicdo de testosterona. Isto poderia
acarretar perda da elasticidade da parede vesical, o que poderia explicar, em parte, as
caracteristicas miccionais freqiientemente observadas nos individuos idosos. A
reposi¢do da testosterona parece promover o restabelecimento da sintese de elastina,
revertendo as alteragdes do sistema eldstico na parede da bexiga. Este fato contribuiria
para o restabelecimento da normalidade miccional pelo aumento da complacéncia
vesical.

A andlise quantitativa do musculo detrusor mostrou um aumento da massa
muscular por unidade de area nos individuos castrados. A reposi¢cao com testosterona
foi capaz de reverter esta alteragdo, de tal maneira que o grupo simulado e o grupo com
reposicdo hormonal ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa na
quantificagdo muscular. Interessantemente, a contagem de nucleos das células
musculares nas areas previamente analisadas nos trés grupos nao apresentou variagao.
Este fato mostra de forma clara que ndo ocorreu um aumento no nimero das fibras, mas
uma hipertrofia das fibras musculares lisas. O fato de a reposi¢@o hormonal ter revertido
as alteragdes musculares da bexiga, voltando a ser semelhante a do grupo simulado,
deve fazer com que ocorra uma diminui¢do da pressao do detrusor e possivelmente
restabeleca as condicdes de normalidade.

As alteracdes estruturais previamente descritas em ratos com hipogonadismo
secundario podem explicar em parte as alteragdes miccionais observadas com o
envelhecimento em homens. Ja foi descrito clinicamente que o envelhecimento e a
diminui¢do de testosterona contribuem para a freqiiéncia urinaria, causando desconforto
em homens idosos [25]. Também, como citado previamente, Koristsiadis et al. (2008)

[26] demonstraram em humanos que baixos niveis de testosterona em pacientes com
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obstrucdo ao fluxo vesical correlacionaram negativamente com a pressdo ao final da
micgdo € com a pressao do detrusor ao fluxo méximo, assim como promoveram
hiperatividade do detrusor. Concluiram que os androgénios parecem ter um papel de
melhorar a fun¢do do trato urinario inferior.

Foi demonstrado em estudos com humanos, que além de melhorar a fungao
sexual, a terapia de reposicao com testosterona pode também melhorar os sintomas do
trato urinario inferior e fun¢do vesical. Esta melhora ¢é através do aumento da
complacéncia e da capacidade da bexiga e diminuicdo da pressdo do detrusor ao fluxo
maximo em homens com hipogonadismo sintomatico de aparecimento tardio [27,28].

O nosso presente estudo experimental sugere que, além de melhorar a fungao
sexual, a terapia de reposicdo hormonal com testosterona pode melhorar a fungdo e a

complacéncia vesical em individuos com hipogonadismo secundario.
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4 CONCLUSOES

A orquiectomia experimental em ratos foi capaz de levar a testosterona sérica a

niveis indetectaveis.

A reposicao hormonal com undecanoato de testosterona foi eficiente para

normalizar os niveis séricos de testosterona.

O higonadismo experimental em ratos levou a alteragdes estruturais de diversos

elementos da parede da bexiga, como colageno, sistema eldstico e musculo liso.

A reposi¢ao hormonal com undecanoato de testosterona levou a reversao das

alteracdes estruturais da parede da bexiga em ratos com hipogonadismo secundério.
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