Efeitos do Suplemento de Androgeno sobre o
Contetido de Colageno e Musculo do Trato
Urinario Inferior de Ratas Adultas

RESUMO

Justificativa. O hipoestrogenismo ¢ apontado como fator na etiologia da
incontinéncia urinaria na mulher, ¢ de fato ha evidéncias do papel do estrogeno na
manutencdo das caracteristicas das estruturas de suporte e da propria parede da uretra,
tecidos responsaveis pela continéncia. Mas o efeito dos andrdgenos sobre as caracteristicas
morfologicas - notadamente a densidade em fibras coldgenas e musculares - do trato
urinario inferior e estruturas adjacentes € pouco esclarecido, especialmente na auséncia de
hipoestrogenismo. Objetivo. Quantificar a matriz colagena e o tecido muscular parauretral
de ratas adultas, normais ¢ ooforectomizadas, submetidas a suplementagdo com hormoénio
androgeno. Métodos. Cinqiienta e duas ratas adultas foram divididas em 4 grupos, os quais
receberam os seguintes tratamentos por via SC durante 60 dias: (C) controles nao-
ooforectomizadas - 0,ImL/dia do placebo; (M) estudo ndo-ooforectomizadas -
0,075mg/kg/dia de metiltestosterona (MT); (CO) controles ooforectomizadas - 0,1mL/dia
do placebo; (MO) estudo ooforectomizadas - 0,075mg/kg/dia de MT. Apds o tratamento,
sacrificio dos animais e retirada em bloco dos orgaos pélvicos, foram obtidas laminas de
cortes transversais da uretra e tecidos adjacentes corados com sirius red e laminas coradas
com hematoxilina-eosina (HE). A quantificagdo, ndo s6 do colageno, mas também das
fibras musculares no tecido periuretral de cada espécime foi feita por estereologia em

microscopio de luz, utilizando-se o sistema de grade M42, habitualmente empregado para



quantificacdo de estruturas microfibrilares. As propor¢des médias de pontos coincidentes
com matriz colagena e fibras musculares entre os grupos foram comparadas
estastisticamente. Resultados. As percentagens médias de coldgeno e musculo no tecido
periuretral nos quatro grupos estudados ndo mostraram diferenca estatistica entre si
(p=0,0627 e p=0,0680 respectivamente), ndo havendo, portanto, alteragdo morfologica
detectavel apos a ooforectomia. Na comparacdo entre os grupos de ratas ndo-
ooforectomizadas tratadas com andrégeno ou placebo, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,6040 para colageno, p=0,3614 para musculo). O mesmo foi verificado
entre as ratas ooforectomizadas (p=0,5545 e p=0,4307 respectivamente). Conclusdo. A
exposi¢do do trato urinario inferior de ratas adultas, tanto higidas quanto ooforectomizadas,
ao hormodnio andrégeno, ndo foi capaz de produzir mudangas significativas nas propor¢des
de colageno e fibras musculares no tecido periuretral. Portanto, ¢ provavel que ndo haja

papel para estes hormonios no tratamento da incontinéncia urinaria.

INTRODUCAO

A continéncia urinaria ¢ determinada pela integridade tecidual das estruturas de
suporte da uretra, representadas pelos ligamentos, fascias e musculatura do assoalho
pélvico. Também sdo relevantes os mecanismos intrinsecos de manuten¢ao da resisténcia
uretral, tais como a musculatura uretral, lisa e estriada, e o leito vascular submucoso da
uretra (ASHTON-MILLER ef al, 2001). Os sintomas do trato urinario inferior em
mulheres no periodo p6s-menopausa tém sido associados a falta de estrogenos, com base na
origem embrioldgica comum dos sistemas genital e urinario, ambos sujeitos a acdo desses
hormonios (ROBINSON & CARDOZO, 2003). Foi demonstrada a expressao de receptores

de estrogeno na bexiga, na uretra, na parede vaginal periuretral e nos tecidos pélvicos de



suporte (MAKELA et al., 2000; COPAS et al., 2001; IOSIF et al., 2002; CHEN et al.,
2003b), o que poderia explicar, em parte, os beneficios da terapia de reposigao hormonal
(TRH) na manutencao desses tecidos e sobre os sintomas de urgéncia e/ou incontinéncia
em mulheres apds a menopausa (GRIEBLING & NYGAARD, 1997, KLUTKE &
BERGMAN, 1995). Por outro lado, hd estudos que contestam o valor da TRH no
tratamento desses sintomas (LARSON ez al., 1997; JUNG et al., 2001).

H4 evidéncias de que a agdo dos estrogenos no trato urinario inferior feminino tem
conseqiiéncias em varios componentes teciduais: epitélio, leito vascular submucoso,
colageno, matriz extracelular amorfa e fibras musculares (de DEUS et al., 2003;
ROBINSON & CARDOZO, 2003; ROCHA et al., 2003). ROCHA et al. (2003) mostraram,
em ratas, que a reposi¢ao hormonal, independente de seu inicio (imediatamente ou 30 dias
apos a castracdo), foi capaz de manter as caracteristicas histologicas da parede vesical, e do
terco médio da uretra, semelhantes as observadas em animais nao castrados. A hipotese
proposta pelos autores ¢ de que estes achados poderiam ser extrapolados para a TRH feita
em mulheres pos-menopausa, apesar de nao terem sido levadas em conta as alteracdes
ocorridas em razao do proprio envelhecimento (CHEN et al., 2003a).

A deficiéncia de estrogenos parece interferir na funcdo contratil do detrusor e das
camadas musculares da uretra de diversas formas, entre elas através da reducdo no niumero
de células contrateis € o aumento de fibras coldgenas, que poderiam estar implicadas em
sintomas como urgéncia e incontinéncia (SARTORI et al., 2001). Os trabalhos
experimentais em fémeas de mamiferos ooforectomizadas apresentam resultados
divergentes em se tratando do efeito dos hormdnios sexuais femininos, ou da falta deles, no
conteudo de coldgeno nos tecidos do trato urindrio. A comparagdo entre resultados obtidos

nestes experimentos e a sua discussao deve ser criteriosa, particularmente no que se refere



ao papel do coldgeno na biomecanica do trato urinario inferior. PERSSON et al. (1996) nao
observaram diferencas na concentragdo desta proteina na musculatura lisa da uretra e no
detrusor de coelhas castradas, em relagdo as higidas; SARTORI et al., (2001) encontraram
uma densidade de fibras coldgenas nos mesmos 6rgaos de ratas ooforectomizadas menor do
que nos animais controle, sem, no entanto, deixar explicito na publica¢do o tipo de musculo
observado na uretra. Portanto, além da hipotese 6bvia da diferenca entre espécies, ao tomar
estes dois trabalhos como exemplos, pode haver outras varidveis capazes de gerar confusao.
Notadamente: técnicas totalmente distintas de quantificacio do coldgeno e,
hipoteticamente, a camada da parede uretral em questao.

Os androgenos sao utilizados ha algum tempo em esquemas de reposi¢do hormonal
para o alivio de sintomas inespecificos que, admite-se, seriam decorrentes de insuficiéncia
feminina de androgenos (FAD, Female Androgen Deficiency): diminui¢do da sensagdo de
bem-estar, disforia e/ou fadiga, e disfungdes sexuais, como queda da libido e incapacidade
para o orgasmo. Especula-se que outros aspectos dessa insuficiéncia incluiriam perda de
massa Ossea, de for¢a muscular e alteracdes nas fungdes cognitivas (MAZER, 2002;
DAVIS & BURGER, 2003). A testosterona, o principal hormonio andrdgeno, tem sua
sintese diminuida lentamente com o avango da idade na mulher, sendo que os sintomas
atribuidos a sua falta em geral ndo se manifestam antes da menopausa. Ressalte-se que
alteragdes urinarias tais como a incontinéncia de esforgo, que pode ter alta prevaléncia nas
mulheres em diversas faixas etarias, na vigéncia ou nao de hipoestrogenismo (JOLLEYS,
1988; DIOKNO et al., 2004), em geral ndo sdo citadas como um possivel resultado desta
diminui¢do de androégenos com a idade.

BUMP & FRIEDMAN (1986), estudando a reposicdo hormonal em primatas

ooforectomizadas, verificaram que a administracio de estrogeno melhorou



significativamente varios parametros no funcionamento do esfincter da uretra, e que a
associagdo de testosterona nao trouxe beneficio adicional neste aspecto, mas uma tendéncia
de piora ndo demonstravel estatisticamente. MADEIRO et al. (2002) mostraram que a
administra¢do de metiltestosterona em ratas ooforectomizadas aumentou significativamente
o contetido de coldgeno na bexiga e na uretra, quando comparada a reposi¢do apenas com o
estrogeno. Estes autores sugeriram que os efeitos troficos dos androgenos no epitélio, na
mucosa € no tecido conectivo da uretra seriam benéficos na manutencdo da pressdo
desenvolvida pelo esfincter. Ja no detrusor, este depdsito poderia gerar sintomas urinarios.
Um trabalho feito com criancas portadoras de hiperplasia adrenal congénita admitiu como
parte das agdes de andrdgenos nas vias urindrias femininas a diminuigdo sensivel da
capacidade vesical para a idade (CELAYIR et al., 2000). Contudo, ndo se conhece
exatamente o resultado morfologico da interacdo desses hormdnios com o trato urinario
inferior, ¢ o modelo do pseudo-hermafroditismo feminino corresponderia a uma
suplementagdo de andrégenos ao sistema genitourinario ainda em formacgao, portanto em
apenas um momento da vida da mulher.

Além disso, todos os estudos apresentados ndo priorizaram a andlise objetiva da
influéncia dos androgenos nos tecidos musculo-ligamentares de sustentacdo do assoalho
pélvico feminino, os quais tem implicacdo potencial na predisposi¢do e patogénese dos
prolapsos urogenitais.

Ao contrario do que ocorre com os estrogenos, o efeito dos androgenos nas
caracteristicas morfoldgicas da bexiga, da uretra, da vagina e dos tecidos envolvidos no
suporte dos oOrgdos pélvicos e na continéncia urinaria ¢ muito pouco esclarecido,

especialmente antes da menopausa. Além disso, 0 que se tem até o momento foi obtido



apenas de fémeas de mamiferos castradas, simulando o hipoestrogenismo caracteristico da
menopausa.

O objetivo deste estudo foi analisar a densidade volumétrica de fibras colagenas e
musculares no tecido periuretral de ratas adultas, normais e ooforectomizadas, quando

submetidas a uma suplementacdo com hormonio androgeno.

MATERIAIS E METODOS

Animais, hormonios e cortes histologicos

Toda a experimentacdo com animais descrita neste projeto foi previamente avaliada
e aprovada pela Comissdo de Etica na Experimentagio Animal do Instituto de Biologia da
universidade.

Foram utilizadas no estudo 52 ratas adultas e virgens da raga Wistar, com idade
média de 90 dias, adquiridas no Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica da
Unicamp. Foram numeradas e divididas aleatoriamente em quatro grupos, os quais
receberam os seguintes tratamentos durante 60 dias:

Grupo C (Controles ndo-ooforectomizadas): 15 ratas para controle receberam
0,1mL/dia do placebo, veiculo do hormonio em estudo.

Grupo M (Tratadas com metiltestosterona nao-ooforectomizadas): 15 ratas
receberam doses diarias de 0,075 mg/Kg de metiltestosterona.

Grupo CO (Controles ooforectomizadas): 11 ratas ooforectomizadas receberam
0,1mL/dia do placebo.

Grupo MO (Tratadas com metiltestosterona ooforectomizadas): 11 ratas

ooforectomizadas receberam doses diarias de 0,075 mg/Kg de metiltestosterona.



A droga e o placebo foram administrados por via SC uma vez ao dia. As ratas
ooforectomizadas iniciaram o experimento ap6s 30 dias da exerese dos ovarios, que foi
realizada através de incisdo ventral mediana.

Ao final do periodo de tratamento, as ratas foram sacrificadas utilizando-se tiopental
sodico intravenoso, seguindo-se imediatamente a remog¢dao em bloco da bexiga, da uretra,
da vagina e da musculatura do assoalho pélvico, os quais foram posteriormente fixados em
formalina tamponada.

As pecas foram seccionadas numa direcdo transversal as paredes da uretra, da
vagina e do reto em micrétomo ajustado para uma espessura de 5 [’m e corados com

hematoxilina-eosina e sirius red para a confec¢cao das laminas.

Quantificacdo das fibras colagenas e musculares

No presente estudo, fez-se a opcao pela técnica de estereologia em microscopio de
luz, (HALE et al., 1999; SARTORI et al., 2001, MADEIRO et al., 2002; ROCHA et al.,
2003) para este fim. As propor¢des de tecido colageno e muscular foram medidas pela
superposicao de um sistema de pontos M42 (Tonbridge™) de 42 divisdes sobre as imagens

das laminas ampliadas 400 X num microscopio dptico comum, e calculada pela expressao:
Vv = @ x 100
42

Onde: Vv = propor¢ao volumétrica de matriz colagena ou fibras musculares; Pp =
numero de pontos no campo correspondentes a fibras colagenas ou musculares.
Foram analisados por uma unica pessoa cortes da uretra, vagina, reto ¢ musculatura

do assoalho pélvico de cada rata, estruturas agrupadas numa mesma lamina. A



quantificacdo das fibras colagenas e musculares no tecido periuretral foi feita analisando-se

15 campos por espécime, totalizando 630 pontos por animal.

Anaélise estatistica

A comparagdo das proporcdes de matriz coldgena e tecido muscular entre os grupos
tratados e nao tratados com MT, ou seja, entre C e M, e CO e MO, foi realizada pelo teste
de Mann-Whitney. Para a comparacdo entre os quatro grupos, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis. Para ambos os testes, foi adotado um nivel de significancia de 0,05

(p<0,05).

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo as porcentagens médias de colageno e musculo no tecido
periuretral nos quatro grupos estudados, mostrando que ndo foram estatisticamente
diferentes entre si (p=0,0627 e p=0,0680 respectivamente). A figura 1 ¢ o box-plot do
percentual de colageno; e a figura 2, box-plot do percentual de tecido muscular em cada
grupo. Portanto ndo houve diferenga na proporcdo de colageno e musculo mesmo entre

ratas ooforectomizadas e higidas ao final do tempo de estudo.

Tabela 1 - Comparagdo entre as propor¢oes médias de colageno e musculo no

tecido periuretral das ratas nos quatro grupos

% Colageno

grupo n  média desvio padrdio min mediana max p-valor (Kruskal-Wallis)
C 15 5691 10.34 4278  55.86 78.94

M 15  52.75 10.74 28.73  53.94 69.22

CO 11 47.77 4.54 40.08 47.92 56.61

MO 11 49.23 5.66 3994 51.39 57.64  0.0627
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Figura 1 — Box-plot do percentual de colageno em cada grupo.

% Musculo

grupo n
C 15
M 15
CcO 11

MO 11

média desvio padrdo min

23.09
25.84
29.13
31.11

8.73
8.71
5.81
491

4.56
10.25
20.83
22.92

mediana
23.50
25.23
28.14
31.86

max

38.06
37.50
38.39
38.08

p-valor (Kruskal-Wallis)

0.0680
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Figura 2 — Box-plot do percentual de tecido muscular em cada grupo.

A tabela 2 contém o percentual médio de matriz coldgena e fibras musculares das
ratas ndo-ooforectomizadas apos tratamento com placebo ou MT. Tanto as medidas de
colageno quanto de fibras musculares ndo foram significativamente diferentes entre o grupo

tratado e ndo tratado — C e M (p=0,6040 e p=0,3614, respectivamente).

Tabela 2 - Comparagdo entre as proporgoes médias de colageno e musculo no

tecido periuretral das ratas ndo-ooforectomizadas

% Coléageno

grupo n  média desvio padrdo min  mediana max p-valor (Mann-Whitney)
C 15 5691 10.34 42.78 55.86 78.94

M 15 52.75 10.74 28.73 53.94 69.22 0.6040

% Musculo

grupo n  média desvio padrdio min  mediana max p-valor (Mann-Whitney)
C 15 23.09 8.73 4.56 23.50 38.06

M 15 25.84 8.71 10.25 25.23 37.50 0.3614




Como exposto na tabela 3, também ndo foram observadas diferencas entre os
animais ooforectomizados do grupo controle ¢ do grupo tratado com andrégeno quanto a
propor¢ao de matriz colagena e tecido muscular periuretral (p=0,5545 e p=0,4307

respectivamente).

Tabela 3 - Comparagdo entre as proporgoes médias de colageno e musculo no

tecido periuretral das ratas ooforectomizadas

% Coléageno

grupo n  média desvio padrio min  mediana max p-valor (Mann-Whitney)
CcoO 11 47.77 4.54 40.08 47.92 56.61

MO 11 49.23 5.66 39.94 51.39 57.64 0.5545

% Musculo

grupo n  média desvio padrdo min  mediana max p-valor (Mann-Whitney)
CO 11 29.13 5.81 20.83 28.14 38.39

MO 11 31.11 491 22.92 31.86 38.08 0.4307

DISCUSSAO

O efeito dos estrogenos, ou a falta deles, sobre a morfologia do trato urindrio
inferior feminino tem sido mais bem estudado do que o dos andrégenos, sobre o qual
encontram-se apenas trabalhos esporadicos (RASMUSSEN, 1968; MADEIRO et al.,
2002). Diversas pesquisas em animais demonstraram que a queda dos niveis de estrogeno,
alteragdo hormonal fundamental do climatério, tem efeitos sobre a quantidade de colageno
e musculo liso, tanto na bexiga quanto na uretra. Em geral, sio demonstrados aumentos na
propor¢ao de colageno, aparentemente em detrimento do tecido muscular, condig¢des
revertidas pela reposicdo hormonal adequada (FALCONER et al., 1996; SUSSET et al.

apud SARTORI et al., 2001; PHILLIPS & DAVIES, 1980; ROCHA et al., 2003).




Nossos resultados foram discordantes dos encontrados nesses trabalhos. EIKA et al.
(1990), por exemplo, observaram aumento de colageno entremeado as fibras musculares
lisas do detrusor em ratas ooforectomizadas. SARTORI et al., mesmo tendo trabalhado
apenas com animais castrados — portanto em hipoestrogenismo acentuado — mostraram
aumento da musculatura lisa na uretra e diminui¢do do coldgeno utilizando reposi¢do com
estrogeno isoladamente (sem progestageno). Inferiram entdo que esta melhora no trofismo
muscular da uretra, que també&m ocorreria na mulher, refletir-se-ia em melhora da funcao na
continéncia urindria. Entretanto, ndo ha evidéncia clinica suficiente de que os estrégenos
melhorem a incontinéncia urinaria de esforco a ponto de indicd-los com este objetivo.
Mesmo nos casos de urgéncia e outros sintomas irritativos, as manifestacoes podem ser
aliviadas com a reposi¢cao hormonal, mas aparentemente sem efeito superior na continéncia
(KIELB, 2005; CASTRO-DIAZ & AMOROS, 2005; BALLAGH, 2005). Por outro lado,
HALE et al. (1999) mostraram uma maior quantidade de tecido conectivo (coladgeno)
entremeado na musculatura estriada parauretral em biopsias de mulheres com incontinéncia
urindria de esfor¢o (IUE), comparadas a outras consideradas continentes. Nesse trabalho,
das dez voluntarias com IUE, nove estavam na pds-menopausa, ¢ das 17 controles, apenas
uma. E provavel que as alteragdes morfolégicas tenham sido devidas ao hipoestrogenismo
desta fase, mas seu verdadeiro papel na patologia ainda esta por ser esclarecido.

Na comparagdo da percentagem de coldgeno entre animais higidos e castrados, os
resultados deste trabalho foram concordantes com os de PERSSON et al. (1996), ou seja,
ndo houve diferengas entre os grupos apds varias semanas de observacdo. Esses autores
demonstraram também nao haver diferengas nas propriedades mecanicas do tecido
conectivo da parede uretral de coelhas, o mesmo valendo para os fasciculos musculares

longitudinal e circular da uretra. A quantificacdo do colageno foi feita pela determinagao de



hidroxiprolina apds desidratagdo e digestao dos espécimes, o que, em teoria, reflete bem o
contetdo de colageno na pega, na maioria dos trabalhos determinado pela contagem manual
com a estereologia.

A metiltestosterona ¢ o androgeno mais prescrito para mulheres na pds-menopausa
e, indicada mais precisamente a mulheres com menopausa cirargica, em que os sintomas
tipicos — vasomotores, secura vaginal, queda da libido e diminui¢do da sensacdo de bem-
estar — sdo bem mais dramaticos do que na menopausa natural. Seu uso, associado aos
estrogenos na terapia de reposi¢do hormonal (TRH), mostrou melhora na sensacdo de bem-
estar, da libido e, por vezes, até na freqiiéncia de coito e orgasmo (SHERWIN, 2002;
BARRET-CONNOR et al., 1999). Quanto aos seus efeitos no trato urinario, poucos
estudos estdo disponiveis na literatura.

O uso de androgenos na TRH nao ¢ isento de efeitos colaterais, entre eles hirsutismo
e alteragdes na voz (rara). Por isso a dose empregada em humanos deve ser a menor
possivel. Tentando simular esta situagdo, foi utilizada no trabalho uma dose de testosterona
baixa, insuficiente para alterar o padrdo citoldégico vaginal, mas capaz de determinar
mudancas na receptividade sexual (BLASBERG et al., 1996). Outra razao, igualmente
importante, para a escolha desta dose foi permitir a comparagdo com os resultados de outro
trabalho recente com objetivos semelhantes (MADEIRO et al., 2002).

O uso de hormonio andrégeno em animais higidos e castrados ndo produziu
mudangas na quantidade de fibras musculares, nem de matriz colagena, no tecido
periuretral. Os dados de MADEIRO et al. (2002) foram concordantes quanto a
quantificacdo do colageno, pois a suplementagdo com androgeno em ratas
ooforectomizadas ndo alterou a percentagem destas fibras na uretra. Da mesma forma, ratas

ooforectomizadas que receberam estrogeno (seria o grupo correspondente ao de ratas nao-



ooforectomizadas) tiveram menor quantidade de colageno do que o grupo controle, efeito
anulado pela adicdo do androgeno ao tratamento. A ndo interferéncia dos hormonios
androgenos sobre a quantidade de colageno tanto na pele quanto no trato urinario de
mamiferos ¢ demonstrada em estudos isolados (RASMUSSEN, 1968; JoRGENSEN &
SCHMIDT, 1962).

Quanto as fibras musculares, MADEIRO ef al. (2002) mostraram pequeno aumento
delas na uretra das ratas que receberam androgeno + estrogeno em relacdo aquelas que
receberam estrogenos apenas. Entre as ratas ooforectomizadas entretanto, houve aumento
significativo da musculatura periuretral com o uso da MT, o que ndo foi verificado em
nosso estudo. Deve-se ressaltar que em todos os trabalhos citados, como neste, ndo houve
controle sérico do nivel de hormonios esterdides durante a administracdo das drogas. Por
isso, nao ¢ possivel descartar diferengas significativas em sua biodisponibilidade e agao nos
tecidos-alvo entre os estudos. Outro ponto a ser considerado refere-se as condigdes de
acondicionamento dos animais. Havendo qualquer estimulo a atividade fisica (por exemplo,
com uma roda de corrida), o grau de hipertrofia muscular, inclusive dos tecidos pélvicos,
pode ser diferente, resultando em discrepancias na propor¢ao de pontos coincidentes numa

grade de estereologia a0 microscopio.

CONCLUSAO

A pesquisa concernente ao papel dos hormdnios andrégenos sobre a morfologia do
trato urinario de fémeas de mamiferos mostra resultados divergentes e nenhuma conclusao
a respeito das propriedades biomecanicas ou da atividade in vivo (e.g., pressoes uretrais)

destes orgdos. Nossos resultados, aliados a falta de estudos clinicos consistentes, mostram



que os hormonios androgenos provavelmente nao tém lugar na terapéutica da incontinéncia

urinaria na mulher.
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