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Resumo

Introducao: A incontinéncia urinaria € um problema de saude muito prevalente,
afetando entre 10% a 50% das mulheres em algum momento de sua vida,
causando morbidade social e reducdo na qualidade de vida.
Nas mulheres entre 40-59 anos a incontinéncia urinaria de esforco é mais
frequente e naquelas acima de 60 anos a urge-incontinéncia € mais prevalente. A
mudanca de padrdo de incontinéncia com o aumento da idade pode sugerir que o
envelhecimento em geral e as alteragdes fisioldgicas decorrentes deste processo
possam contribuir com a sua patogénese. Ha varios anos foi demonstrado que os
tecidos originados do seio urogenital sdo sensiveis aos horménios sexuais,
principalmente o estrégeno. Recentemente, tem surgido importante interesse no
uso da suplementacdo de andrégenos nas mulheres. Embora existam
significativos interesses nas aplicagdes clinicas dos andrégenos em mulheres, ndo
se sabe exatamente como se da a atuacao destes horménios no assoalho pélvico
e trato urindrio inferior. Objetivo: Analisar o efeito da suplementacdo de
metiltestosterona sobre as propriedades anisotrépicas das fibras musculares e
colagenas periuretrais de ratas. Métodos: Foi realizado um estudo experimental
com 30 ratas que foram divididas em dois grupos: 15 ratas submetidas a
suplementacdo de metiltestosterona por 60 dias e 15 ratas controles.

Posteriormente foi removida a bexiga, uretra e regido perineal em bloco. A regido
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periuretral foi analisada através de microscopia de polarizagdo, com quantificagéo
da birrefringéncia das fibras musculares e colagenas. Resultados: A densidade
média de brilho da musculatura, no grupo controle foi de 65,3070. No grupo com
suplementacdo de testosterona foi 84,7624, portanto com diferenga
estatisticamente significativa (p =0,006). Quanto as medidas da birrefringéncia do
colageno periuretral nos grupos controle e com suplementagédo de testosterona,
foram obtidas com mediana de 95,9436 no controle e a mediana foi de 100,8646
no grupo com testosterona, com diferenga estatisticamente significativa entre os
dois grupos avaliados, com p = 0,005. Conclusao: O uso de testosterona
promoveu um aumento nos valores de birrefringéncia das fibras colagenas e
musculares  periuretrais de ratas submetidas a suplementacdo de

metiltestosterona quando comparadas com o grupo controle.
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Abstract

Introduction: Urinary incontinence is a prevalent health problem, affecting
between 10% and 50% of women at some point in their lives, causing social
morbidity and reduced quality of life. Among women between 40-59 years of age,
stress urinary incontinence is more frequent and in those above 60 years of age
urge incontinence is more prevalent. The changing pattern of incontinence with
increasing age may suggest that the aging process and the physiological changes
resulting from this process may play a role in its pathogenesis. It has been shown
for the last years that the tissues derived from urogenital sinus are sensitive to
estrogen. Recently, there has been significant interest in the use of androgen
supplementation in women. Although there is significant interest in clinical
applications of androgens in women, it is not known exactly how occurs the action
of these hormones in the pelvic floor and lower urinary tract. Objective: To analyze
the effect of methyltestosterone supplementation on the anisotropic properties of
the periurethral collagen and muscle fibers of rats. Methods: We conducted an
experimental study with 30 female rats that were divided into 2 groups: 15 rats
subjected to supplementation of methyltestosterone for 60 days and 15 control
rats. Bladder, urethra, and perineum were removed en block after sacrifice. The

periurethral region was analyzed by polarized light microscopy with quantification
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of the birefringence of muscle and collagen fibers. Results: The mean density of
brightness of the muscles in the control group was 65.3070. In the group with
testosterone supplementation was 84.7624, so the difference was statistically
significant (p = 0.006). The measurements of birefringence of periurethral collagen
fibers in control and testosterone groups were obtained with a median of 95.9436
in control and 100.8646 in the testosterone group, with statistically significant
difference between them, with p = 0.005. Conclusion: The use of testosterone
promoted an increase in the values of birefringence of periurethral collagen fibers
and muscle tissue of rats submitted to methyltestosterone supplementation when

compared with the control group.
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1.Introducao

A Sociedade Internacional de Continéncia (ICS) define a Incontinéncia
Urinaria (IU) como “a perda involuntaria de urina” (1). A incontinéncia urinaria € um
problema de saude muito prevalente, que afeta 10% a 50% das mulheres em
algum momento de sua vida, causando morbidade social e reducado na qualidade
de vida (2). Apesar de haver comprometimento da qualidade de vida em todos os
tipos de incontinéncia urindria, a influéncia negativa na vida sexual das mulheres
com bexiga hiperativa tem sido maior do que naquelas com incontinéncia urinaria

de esforgo (2,3).

Um estudo nacional realizado na cidade de Pouso Alegre, Minas Gerais,
analisou individuos com mais de 18 anos e que demonstrou incidéncia de
incontinéncia urinaria em 32,9% das mulheres (4). Os dados nacionais sao
confirmados pela literatura internacional. Num estudo recente da populagdo de
quatro paises europeus (Franca, Alemanha, Espanha e Reino Unido), com 17.080
mulheres, foi encontrado que 35% (23% na Espanha, 44% na Franca, 41% na
Alemanha e 42% no Reino Unido) tinham algum tipo de perda involuntaria de urina
em acompanhamento por 30 dias, sendo a perda involuntaria aos esforgos o tipo

mais comum identificado nestas mulheres. Apenas 25% destas mulheres com
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incontinéncia urinaria consultaram um médico em seu pais devido a este problema
(5).

Dooley e colaboradores (2008), em um estudo com 4.229 mulheres,
49,6% relataram incontinéncia urinaria. Destas mulheres, 49,8% apresentavam
incontinéncia urinaria de esforco, 34,3% incontinéncia urinaria mista e 15,9%
incontinéncia de urgéncia pura. Este estudo ainda demonstrou que existem
diferencas étnicas e raciais no tipo de incontinéncia urinaria nas mulheres nos
Estados Unidos, onde a incontinéncia urinaria de esfor¢o foi mais frequente nas
mulheres brancas do que nas negras. Estas, por sua vez, apresentavam mais
incontinéncia de urgéncia que as brancas (6). Neste trabalho, quanto maior o
indice de massa corporea, mais prevalente a incontinéncia urinaria de esforgo e a

incontinéncia urinaria mista.

Fenner et al., em 2008, também observaram diferencas raciais na
prevaléncia da incontinéncia urinaria. Foram avaliadas 2.814 mulheres, com uma
prevaléncia de 26,5% de incontinéncia urinaria. Quando estratificada por raga, a
prevaléncia de incontinéncia urinaria foi 14,6% para mulheres negras e 33,1%
para as brancas. A incontinéncia urinaria de esforco foi mais frequente nas
mulheres brancas (39,2%) em compara¢cdo com as negras (25,0%). Contudo,
grande proporcao de mulheres negras (23,8%) relatou sintomas de incontinéncia
de urgéncia pura quando comparadas com as brancas (11,0%). Os fatores de

risco foram semelhantes (7).

As diferencas na prevaléncia dos tipos de incontinéncia urinaria nao se

limitam a raca. As diversas modalidades apresentam uma distribuicdo etaria
24
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caracteristica. Dessa forma, uma revisédo de literatura realizada por Minassian et
al., em 2003 demonstraram que a prevaléncia de mulheres com incontinéncia
urinaria era de 27,6% e que esta prevaléncia aumentava significativamente com a
idade (8). Estes dados diferem dos apresentados por Campbell e colaboradores,
gue encontraram incontinéncia urinaria em apenas 11% das pacientes com idade
superior a 65 anos e em 21% daquelas com mais de 80 anos (9). Outros autores
demonstraram que a incontinéncia urinaria pode afetar mulheres jovens, mas
atinge principalmente mulheres com 65 anos ou mais, com taxas de até 50%. Em
mulheres institucionalizadas esta taxa chega a 60% (8). Dooley e colaboradores
(2008), afirmaram que nas mulheres entre 40-59 anos a incontinéncia urinéria de
esforgo foi mais frequente e que naquelas com mais que 60 anos a incontinéncia

de urgéncia foi mais prevalente (6).

Apesar das diferencas nos valores encontrados, todos os autores afirmam
gue a incontinéncia urinaria € mais prevalente ap6s a menopausa. Segundo Hsieh
et al. (2008), que estudaram pacientes ap6s a menopausa (acima de 60 anos),
numa amostra de 2.410 mulheres, 29,8% afirmavam ter incontinéncia urinaria.
Destas, 81,2 % apresentavam incontinéncia relacionada aos esfor¢os. Das 485
mulheres com incontinéncia urinaria, 211 ndo procuraram atendimento médico,

sendo vergonha a principal razao alegada (10).

Segundo Lasserre et al. (2009), em um estudo realizado na Franca, a
prevaléncia da U foi de 26,8%, que aumentava com a idade, com o indice de
massa corpérea e com 0 numero de partos. Neste trabalho eles mostraram que

uma em cada quatro mulheres apresentavam sintomas de incontinéncia urinaria,
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demonstrando importancia da doenca. Este estudo relatou, ainda, que a maior

parte destas mulheres (60,3%) nunca tinha informado seus sintomas aos meédicos

(11).

1.1. Bases Anatomicas do Mecanismo de Continéncia Urinaria Feminina

A continéncia urinaria € determinada pela integridade dos tecidos e das
estruturas de suporte da uretra, representadas por ligamentos, fascias e musculos
do assoalho pélvico. Os mecanismos internos que mantém a resisténcia uretral
também sao relevantes, como o sistema contratil formado pelos musculos lisos e

estriado periuretrais e pelo plexo vascular da submucosa uretral (12).

Segundo DelLancey (1990), a uretra feminina € um tubo muscular de
trés a quatro cm de comprimento e seis mm de didmetro, formada por varias
camadas, sendo as duas mais internas, a mucosa e a submucosa, que mantém a
luz uretral ocluida gracas a sua superficie anfractuosa, que constitui o “esfincter
mucoso” (13). Outro componente importante é o plexo vascular submucoso, que &

responsavel por aproximadamente 30% da pressao de fechamento uretral (14,15).

A camada intermediaria é formada por tecido esponjoso uretral e revestida
por tecido conjuntivo fibroelastico e tecido muscular liso, que predomina no tergo

proximal da uretra (16).

A camada externa é formada por tecido muscular estriado, denominado de
rabdoesfincter e esta presente em 80% do comprimento uretral. Nesta camada as
fibras estao dispostas de forma circular, sendo mais espessa no terco meédio da

uretra (17). O rabdoesfincter é formado por duas camadas. A camada mais
26
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interna, chamada de parauretral, € formada por fibras de contragédo lenta, sendo
responsavel pela manutengao do tonus basal. A porgcao externa do rabdoesfincter,
chamada de periuretral, formada por feixes do musculo elevador do anus, e
composta por fibras de agédo rapida, responsaveis pela contracdo reflexa que

ocorre durante o aumento subito da pressao abdominal (18).

Segundo Delancey, o esfincter uretral estriado é 12,5% menor nas
pacientes com incontinéncia urinaria de esforgo do que nas pacientes continentes,
tanto em relagcao a espessura quanto ao comprimento do esfincter uretral estriado

(19).

O assoalho pélvico, que consiste no musculo elevador do anus, seus
ligamentos e fascias, previnem a descida dos 6rgaos pélvicos e mantém a
continéncia urinaria. O musculo elevador do anus € dividido em quatro porgdes:
pubococcigeo, puboretal, iliococcigeo e coccigeo (20). A relacao entre anatomia
do assoalho pélvico e incontinéncia urinaria é evidenciada em diversos estudos,
como o de Stav e colaboradores, que em 2007 demonstraram que nas pacientes
com incontinéncia urinaria o didmetro transverso deste musculo era menor do que
nas continentes (21). O musculo elevador do anus tem fibras de contragéao rapida
e lenta, que ajudam a manter o tbnus muscular constante e os ajustes de tenséo,
conforme as modificagbes de pressdao abdominal (20). Contragdes reflexas de
ambos os tipos de fibras musculares sdo importantes para manter a continéncia

urinaria e fecal (20).

A fascia endopélvica, que também auxilia na manutencado da continéncia

urinaria e fecal (20), é constituida por diversos tipos de colagenos, principalmente
27
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os tipos | e lll. Pacientes com prolapsos de Orgédos pélvicos apresentam
modificacdo na taxa de producao do colageno, com elevagdo na quantidade do
tipo Ill, menos resistente (22). Diminuicdo importante no conteudo de colageno é

encontrada de dois a quatro anos apds a menopausa (23).

Do ponto de vista funcional, o assoalho pélvico € um sistema de suporte
dindmico, com ténus muscular constante e ajuste de tensdo em resposta as

modificacdes de pressado abdominal.

De acordo com a Teoria Integral da Continéncia, proposta por Petros e
Ulmsten em 1990, a frouxiddo da porcdo suburetral da vagina e de seus
ligamentos de sustentacdo € a responsavel direta por todos os tipos de
incontinéncia urinaria (24). Estas estruturas (ligamentos, musculos e estruturas
fibrosas/fasciais) estariam interligadas formando e mantendo uma rede de
sustentacdo da uretra. As alteracbes que ocorrem nos tecidos conjuntivos e
musculares destas estruturas e as diversas inter-relagdes entre os fatores que os
modificam e/ou influenciam vem sendo estudados intensivamente e demonstram,
o papel preponderante destes tecidos no desenvolvimento da incontinéncia

urinéria (24).

1.2. A Influéncia dos Hormonios Sexuais na Continéncia Urinaria

Ha varios anos foi demonstrado que os tecidos originados do seio
urogenital sdo sensiveis ao estrégeno (25). Acredita-se que o trato urinario inferior
feminino seja alvo da acao dos horménios estrégeno e progesterona. Esta teoria é

baseada nas mudancas observadas na citologia uretral, com proliferacdo da
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mucosa uretral, inicialmente atrofica, apds administracdo de estrégeno nas
mulheres pdés-menopausa com incontinéncia urinaria (26), € na presenca de

receptores de estrogeno na uretra e no trato urinario inferior (27).

Fatores genéticos que afetam atividades enzimaticas s&o determinantes
importantes na toxicidade, eficacia e disposicdo de substancias quimicamente
ativas, incluindo horménios endégenos e exdgenos. Explica-se, assim, o fato de
pacientes com os mesmos fatores etioldégicos terem graus de intensidade

diferentes para incontinéncia urinaria e para prolapso de 6rgéos pélvicos (28).

Sartori et al. em 1995, avaliaram mulheres na pés-menopausa com IUE, e
concluiram que a reposicdo hormonal com estrogeno e progesterona melhora os
sintomas clinicos e as alteracdes urodindmicas relacionadas a incontinéncia
urinaria de esforco. Com isso, é razoavel postular que a hipoestrogenia é fator
importante no desenvolvimento de disfungbes da uretra e bexiga relacionadas com

a incontinéncia urinaria de esforgo (29).

Numa revisdo sistemética realizada por Batista et al. em 2010, foi
demonstrado os melhores niveis de evidéncia cientifica disponiveis a favor dos
beneficios da associacdo da terapia de reposicdo hormonal ao treinamento dos
musculos do assoalho pélvico como terapéutica de primeira linha no tratamento
tanto da incontinéncia urinaria de esforgo quanto da incontinéncia de urgéncia e

da incontinéncia urinaria mista (30).

Copas e colaboradores (2001) demonstraram que a expressado de
receptores de estrégeno na fascia do musculo elevador do anus é maior nas

mulheres com incontinéncia urinaria do que nas pacientes saudaveis. Contudo, a
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terapia de reposicdo hormonal causa diminuigdo na expressao destes receptores

e ndo previne as desordens do assoalho pélvico (31).

Em 2004, Parekh et al. demonstraram, por meio de um estudo
experimental em coelhas ooforectomizadas, que a privagcdo hormonal por seis
semanas provocou diminuigdo importante no fluxo sanguineo da mucosa vesical
(32). A partir deste resultado, postularam que a hipoxia levaria a atrofia e apoptose
da mucosa vesical, e causaria aumento da sua permeabilidade. Tais alteragcbes
poderiam ser a causa dos sintomas de urgéncia, frequéncia, incontinéncia e das

infecgdes vesicais na pds-menopausa (32).

Segundo Bai et al. (2003), a concentracao urindria dos metabolitos dos
esterdides enddgenos nao € diferente entre as mulheres pdés-menopausa com e
sem incontinéncia urinaria de esfor¢o e, ndo afetam a gravidade da incontinéncia
urindria nessa faixa etaria (33).

Raz e colaboradores (1973) afirmaram que a progesterona afeta o
metabolismo do colageno, favorecendo o enfraguecimento dos tecidos conectivos
periuretrais. Promove ainda relaxamento do esfincter muscular liso, por meio de
acao sobre os betarreceptores (34).

Brincat et al. (1985), afirmaram que o prolapso do colo vesical depende do
contetdo de colageno da fascia endopélvica, e demonstraram que o estrégeno
aumenta o conteudo de colageno (23). Em contrapartida, outros autores afirmaram
que a terapia de reposicado hormonal com estrégeno diminuiu o colageno total e

aumentou a quantidade de ligacdes imaturas entre as fibras de colageno no tecido

30

Introducéao



vaginal periuretral (35), favorecendo o surgimento de incontinéncia urinaria e
prolapso do assoalho pélvico.

Edwall et al., em 2007, observaram que existe uma correlagdo positiva
entre os niveis séricos de estradiol e o pro-colageno tipo | nas pacientes
saudaveis sem terapia de reposi¢cdao hormonal. Isto ndo é observado nas pacientes
com incontinéncia urinaria de esfor¢co (36). Existe também correlagdo positiva
entre os niveis séricos de estradiol e do telopeptideo do colageno tipo | e as
pacientes com incontinéncia urinaria de esforco sem terapia de reposicao
hormonal. Isto reforca a teoria de que os estrégenos podem aumentar o turnover
(metabolismo) do colageno no tecido urogenital de formas diferentes (36). Os
mesmos autores em 2009, afirmaram que o estradiol topico, ou seja, utilizado por
via vaginal, melhora o metabolismo do coldgeno. Inversamente, durante a
reposicdo hormonal sistémica o estradiol sofre metabolismo hepatico, sendo
convertido em estrona, que atua como antagonista do estradiol, ndo melhorando o
metabolismo do colageno. Também demonstrou que o tecido urogenital de
pacientes com incontinéncia urinaria de esforco e mulheres urologicamente
saudaveis podem apresentar sensibilidades diferentes ao estrégeno, a qual estaria
relacionada, também, a menopausa (37).

O aumento do risco de incontinéncia urinaria de esforgo nas pacientes em
reposicao hormonal também foi avaliado por Lin et al., que analisaram o papel do
estrégeno na diminuicdo da concentracdo e da qualidade do colageno, com
aumento da producédo dos colagenos tipo | e lll, alterando os tecidos de suporte da

uretra e aumentando a contratilidade vesical (38). Teleman e colaboradores
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(2009), com o estudo WHILA, avaliaram 6.440 mulheres entre 50-59 anos, na
perimenopausa, € correlacionaram os niveis de estradiol e incontinéncia urinaria.
Observaram que os niveis de estradiol total foram mais elevados no grupo
incontinente do que no grupo continente. Dessa forma, sugeriram que o estrégeno
poderia influenciar a conformagédo e organizagdo das moléculas de colageno,
produzindo tecido conectivo de maior mobilidade e elasticidade no assoalho
pélvico (39).

Hendrix et al. (2005) avaliaram dados obtidos no WHI (Women’s Health
Initiative) referentes a 27.347 mulheres na pds-menopausa entre 50-79 anos, e
observaram que a terapia de reposicdo hormonal com estrogeno isoladamente ou
associado com a progesterona aumentou o risco de incontinéncia urinaria, levando
ao seu desenvolvimento ou piora apdés um ano de tratamento. A partir destes
dados, afirmaram que a TRH (terapia de reposicdo hormonal) com estrégenos nao
deve ser prescrita para prevencdo ou tratamento da incontinéncia urinéria (40).
Corroborando esta afirmacéo, um estudo desenvolvido para avaliar a terapia de
reposicdo hormonal na prevencdo de doencas do coracdo (estudo HERS),
mostrou que a TRH com estrogeno e progesterona oral aumentou o risco de
incontinéncia urinaria de esforco em 16% e incontinéncia de urgéncia em 12% das
mulheres pds-menopausa. Das pacientes que ja tinham IU no inicio do estudo,
18% pioraram da incontinéncia de urgéncia e 22% da IUE (41). Em 2009,
Townsend et al., publicaram um estudo com 7.341 mulheres pds-menopausa
(NHS), entre 37 e 54 anos, em que sugeriu que a TRH pés-menopausa aumentou

o risco de incontinéncia (42). Este aumento na incidéncia nao pareceu variar com
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o tipo de horménio ou a via de administragdo. Por outro lado, Waetjen e
colaboradores (2005) demonstraram que doses muito baixas de estradiol,
empregadas para prevengao de osteoporose, nao se associaram com risco

significativo de desenvolvimento ou piora da |U (43).

Em estudo recente, no qual foi avaliada relacdo entre os niveis de
estradiol e o desenvolvimento ou piora da incontinéncia urinaria em 1.587
mulheres durante a perimenopausa, Waetjen et al. (2011) observaram que ano
apds ano o nivel de estradiol endégeno ndo teve efeito no desenvolvimento ou
piora da IU (44). Estes achados abalam a crencga de que a redugéo dos niveis de

estrdgeno esteja associada a incontinéncia urinaria.

Recentemente, tem surgido importante interesse no uso da suplementagao de
androgenos nas mulheres (45). Entretanto, varios efeitos adversos tém sido associados
a terapia de reposicéo dos andrégenos, principalmente relacionados a dose, o que tem

limitado o seu uso (45).

A suplementacdo de andrégenos em mulheres esta usualmente baseada
na presuncdo de que beneficios clinicos poderiam ser adquiridos com doses
menores do que nos homens (45). Embora os efeitos anabdlicos dos androgenos
em homens tenham sido largamente estudados, os dados destes efeitos em

mulheres sdo limitados e pouco esclarecidos.

Embora exista interesse significativo na aplicacao clinica dos andrégenos
no assoalho pélvico e trato urinario inferior feminino, ndo se sabe o exato papel
dos andrégenos nestes sistemas e varias pesquisas serdo necessarias para

esclarecer estas duvidas. Os estudos em tecidos humanos sofrem restricdes
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legais e éticas, razédo pela qual os modelos animais fornecem a principal fonte de
informagdes para estudos envolvendo efeitos dos androgenos no assoalho pélvico

e trato urinario inferior.

1.3. Aspectos Técnicos da Microscopia de Luz Polarizada e Birrefringéncia

A microscopia de polarizagdo, como o nome ja demonstra, € um método
de microscopia que utiliza polarizadores, localizados um acima das objetivas
(chamado de analisador) e outro imediatamente abaixo do condensador

(polarizador), e sua Optica tem cristais isentos de tensao (46).

Este tipo de microscopia traz informacdes valiosas sobre a ultraestrutura e
a organizacdo molecular de células e tecidos (46). Este método, quando
quantificado, atinge niveis elevados de precisdo, permitindo a determinacao
estatistica exata da ordem molecular, da direcao da vibracado e de variacbes nos

estados de agregacao molecular (47, 48, 49, 50).

Esta modalidade de microscopia O6ptica permite a determinacdo das
anisotropias Opticas (birrefringéncia e dicroismo) em preparados bioldgicos (46).
Uma vez determinada a birrefringéncia, esta permite interpretacdes das
propriedades fisico-quimicas e caracteristicas funcionais das estruturas em estudo

(51).

A birrefringéncia é adquirida através da diferenca de indices de refragéo
do objeto, o que significa que num corpo birrefringente, a propagacao da luz
ocorre com velocidades diferentes em diregdes diferentes, ou seja, duas direcdes

de propagacao com um indice de refragdo para cada uma deles. Esta alteracédo de
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propagacao provoca um brilho caracteristico a microscopia (49). A birrefringéncia

€ expressa matematicamente pela equacgéao:

ane_ no

(birrefringéncia intrinseca) onde n. € o indice de refracdo na direcao de
propagacgao do raio extraordinario e n, o indice de refracdo na diregdo do raio
ordinario. O raio ordinario obedece as leis de refragdo n, = sen(i)/ sen(r), enquanto

o extraordinario ndo segue as leis de refracao e € perpendicular aquele (46).

Quando a luz polarizada penetra no corpo birrefringente, propaga-se em

dois caminhos épticos diferentes:
1) o raio ordinario =ny x e
2) raio extraordinario=n. xe  e: espessura do espécime em estudo

O brilho exibido pelo objeto decorre da diferenga de caminho 6ptico ou

retardo éptico (RO), que é representado pela equacgéo (52,53):

RO =S. e?/ 2e,mw02 = Sx2.510°"°

Onde:
S: nimero de ligagdes peptidicas/cm?;
e: carga do elétron
m: massa do elétron

€ : permitividade (constante dielétrica) do espaco;
W, : ressonancia da frequéncia deste oscilador eletrénico
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O corpo birrefringente colocado entre polarizadores devera exibir brilho
maximo quando um dos seus eixos de propagacao for colocado a 45 graus dos

dois polarizadores:

Figura 1. Esquema representativo da andlise da birrefringéncia. Onde P — eixo do
polarizador e A — eixo do analisador.
(a): ilustra espécime birrefringente anisotrdpico com eixo dptico longo paralelo a
diregdo do polarizador.
(b): com o espécime orientado a dngulo o, obtém-se a resultante r’.
(c): com o espécime orientado a 45 graus do plano de luz polarizada, obtém-se o
brilho mais intenso (r'=R). (55)
Quando estas diregcdes sao paralelas ao analisador e polarizador, as
imagens birrefringentes desaparecem, e o objeto se torna negro. Quando isto néo

acontece, o brilho permanecera em alguns setores do objeto (46).

O colageno e as fibras musculares, além da birrefringéncia de forma,
apresentam, também, birrefringéncia intrinseca positiva, que é secundaria a

ligagcbes quimicas nos microcorpos (50).

A Dirrefringéncia intrinseca, como explicada anteriormente, é uma

anisotropia optica resultante de um alinhamento assimétrico das ligagées quimicas

36

Introdugao



ou moléculas dentro de um meio de transmissao, independente do indice refrativo

do meio de imerséao (50).

A birrefringéncia de forma é uma anisotropia éptica revelada por corpos
mistos, isto € composto, nos quais particulas assimétricas de um dado indice
refrativo estdo dispersas com a orientacdo preferencial em meios de indices
refrativos diferentes. A birrefringéncia de forma é variavel em funcao da supra-
organizacdo dos diferentes tecidos. Nos tenddes ela “toma” até 80% e no

colageno a birrefringéncia total é de 80% a 95 % (50).

Feixes colagenos embebidos em agua tém apresentado RO mais elevado,

resultante da soma da birrefringéncia de forma com a intrinseca (47, 48, 49,54).

A demonstracao da birrefringéncia, avaliada em termos de RO, estuda as
peculiaridades estruturais dos tecidos, e se correlaciona com suas funcdes

biomecanicas (50,54).

Provenzano e Vanderby, em 2006, afirmaram que o comportamento
mecanico do tecido conectivo é determinado pela composi¢cdo e organizagdo do
colageno. O tecido imaturo € mais desorganizado, ou seja, com fibras colagenas
desordenadas e com varias pontes de proteoglicanos entre elas, comparado com
o tecido maduro, que é mais organizado, continuo, com poucas interligacdes, que
resultam em maior resisténcia do tecido (56). Conforme estudo realizado por
Huiling et al., 2008, quanto mais organizadas, ou seja, mais bem orientadas as

fibras colagenas, maior sua birrefringéncia e maior resisténcia (57).
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Durante o desenvolvimento do tecido muscular ocorre compactagao
ordenada das miofibrilas dentro do midcito. Esse fato parece ser determinante
para o aumento da forca de contragdo do miocito e do musculo como um todo
(58). Assim como ocorre com o colageno, a compactagdo e organizacao das
miofibrilas dos miocitos podem ser estudadas por meio de microscopia de

polarizagéo (55).
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2. Objetivo do Estudo

e Analisar o efeito da suplementacdo de metiltestosterona sobre as
propriedades anisotropicas das fibras musculares e colagenas periuretrais

de ratas.
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3. Material e Meétodos

3.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi desenvolvido no Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental, no Laboratorio de Biologia do colageno tipo | e tipo Il e no
Laboratério de Anisotropias Opticas de Biopolimeros do Departamento de
Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas/Unicamp, apds aprovagdo da Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal, Comité de Etica em Pesquisa com Animais do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-Unicamp),

conforme protocolo 1000-1 (Anexo 1).

3.2. Composicao dos grupos e tratamento realizado

Nas dependéncias do Nucleo de Medicina e Cirurgia da Unicamp, foram
utilizadas 30 ratas Large Wistar, fémeas, brancas, pesando entre 2409 e 410g,
com trés meses de idade. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de

Laboratorio da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP).

Os animais foram randomizados em dois grupos (Anexo 2):
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Grupo 1C (Controles): constituido por 15 ratas que receberam doses
diarias de 0,1ml de éleo de sésamo (placebo) aplicados por via subcutanea

durante 60 dias, de forma ininterrupta.

Grupo 2T (Testosterona): constituido por 15 ratas que receberam doses
diarias de 0,075mg/kg/dia de metiltestosterona aplicados por via subcutanea

durante 60 dias, de forma ininterrupta.

3.3. Coleta dos espécimes para o estudo

Todos os animais foram submetidos a eutanasia apdés 60 dias de
tratamento. Apds a identificacdo do animal, era realizada inducdo anestésica
através da injecao intravenosa (veia da cauda) de pentobarbital sédico 45mg/kg.
Apoés a indugdo anestésica, o animal era mantido sob ventilagdo espontanea com
cateter de oxigénio nasal, com fluxo de 2I/min (60). Em seguida, o animal era
imobilizado em decubito dorsal, com abducao dos quatro membros e exposi¢cao do
abdome. Eram realizadas tricotomia e antissepsia do abdome com polivinil
pirrolidona iodo a 10%. Posteriormente, era realizada infusdo intravenosa de
pentobarbital soédico até ser constatada a morte do animal (parada

cardiorrespiratoria).

Imediatamente apds o Obito eram retiradas, em bloco, a bexiga, uretra,

vagina, reto e musculatura do assoalho pélvico.
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3.4. Estudo anatomopatolégico

3.4.1. Macroscopia

Foram introduzidos moldes de poliuretano na vagina e no reto no material
retirado dos animais. Em seguida, foram fixados a um suporte plano de cartolina
com grampos metalicos, para orientar a fixacao e preparo do material, visando o
exame microscopico posterior. A fixacao das pecas cirurgicas foi realizada através
de imersdo em paraformaldeido a 4% por 48 horas e, em seguida, em alcool a

70%.

Apés a fixagdo, foi realizada microdisseccdo com magnificacao de 2,5
vezes em bloco das estruturas do assoalho pélvico dos ossos da bacia,
identificando-se a uretra, a vagina, o reto e a musculatura perineal. Este material
foi impregnado com parafina (Histosec - Merck Darmsdat, Alemanha) para
confeccao de blocos. Foram realizados dois cortes transversais de cada bloco, na
espessura de sete micrometros, interessando uretra, vagina, reto e musculatura
perineal. Em seguida estes cortes foram desparafinizados e hidratados, para o
preparo de laminas sem emprego de nenhuma coloragdo, visto que, segundo
Vidal (47, 48, 49,54), as bandas coladgenas embebidas em agua apresentam seu

maior retardo éptico.

3.4.2. Analise microscopica das imagens

Para a avaliagdo das imagens utilizou-se microscopia de luz polarizada,
que analisa a birrefringéncia: propriedade dos tecidos correspondente a
intensidade de brilho exibida pelos objetos quando examinados entre

polarizadores cruzados.
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As medidas da birrefringéncia foram feitas utilizando um microscépio
Olympus Bx 51. As imagens foram analisadas em um software (Image Pro-Plus
5.1 System) acoplado ao fotomicroscépio (aparelho que capta imagem). Neste
equipamento utilizou-se uma lente Neofluar, com objetiva de amplificacao Optovar
fator 2 40 X 2 para analisar as fibras musculares e 40 X 1 para as fibras

colagenas.

Todas as observacdes foram iniciadas pelo posicionamento do maior eixo
da fibra (muscular ou colagena) a 45 graus do azimute do vetor elétrico da luz
polarizada (50). Em seguida foram selecionadas as areas nas quais os feixes
musculares e colageno estavam bem definidos. Cada corte foi analisado em pelo
menos seis locais. Todas as etapas foram realizadas pelo mesmo examinador,
que recebeu treinamento prévio no Departamento de Biologia Celular da

Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

A birrefringéncia apareceu visualmente como brilho. Este fenémeno foi
avaliado como tal com o analisador de imagem e expresso em valores em Gray
Average (GA) ou média de cinza, considerados em pixel. Os parametros
analisados foram area, Gray Average e desvio-padrao. Os tons de brilho estavam
entre 50 e 255 pixel de niveis de cinza, onde 255 correspondeu aos valores

maximos de brilho (50).

A amostragem foi definida através da andlise das laminas, nas quais a
partir de uma média de 50 medidas para a musculatura periuretral e 150 medidas

para o colageno, obteve-se diferenca entre os grupos. Com estes dados,
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continuou-se a realizagdo das medidas, sem mudancgas significativas nos

resultados.

Para as andlises estatisticas foi utilizado o software Minitab. Os resultados
obtidos nos dois grupos foram analisados através do teste n&do-paramétrico de
Mann-Whitney. O nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade foi fixado em 0,006

para fibras musculares e 0,005 para fibras colagenas.
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4. Resultados

4.1. Observacoes durante o periodo de tratamento

Durante as aplicagbes de placebo ou testosterona, as ratas eram
manipuladas apenas pelo examinador, que passou por treinamento prévio no
Biotério com outros animais. Nao houve ébito de nenhum animal durante o estudo,

nem observado qualquer comprometimento sistémico dos mesmos.

4.2. Estudo anatomopatoldgico

4.2.1. - Macroscopia

Durante a observacdo macroscopica dos cortes nao foram detectadas
diferencas entre o grupo placebo e o grupo exposto a metiltestosterona. Os
tecidos periuretral e perivaginal encontravam-se integros, com aspecto normal em

todos os animais.

4.2.2. Microscopia

Foi realizada, inicialmente, a analise morfolégica das estruturas, na qual

se considerou que o preparo das laminas resultou em amostras nas quais as
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imagens birrefringentes permitiram boa e acurada caracterizacdo das fibras

colagenas e das bandas anisotrépicas das fibras musculares.

As fibras colagenas estavam distribuidas em torno da uretra, fazendo um
trancado. As fibras musculares estavam distribuidas em feixes mais organizados

(planos), com aspecto linear.

Figura 2. Microscopia de polarizacdo — Aumento 40 x 2. Birrefringéncia. Imagem obtida
de corte ultrafino (7 um) da regido periuretral, sem contraste. Aspecto linear das fibras
musculares periuretrais. Com as fibras musculares orientadas a 45 graus do plano de luz
polarizada, obtém-se o brilho mais intenso, com os maiores valores de Gray Average
(GA), enquanto as fibras em outras orientagdes tém menos intensidade de brilho, ou seja,
menores valores de birrefringéncia.
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Figura 3. Microscopia de polarizacdo — Aumento 40 x 2. Birrefringéncia.
Compensagdo. O mesmo corte da pdgina anterior, com a inversdo do plano de
luz, ficando totalmente pretas as fibras musculares, ou seja, no plano paralelo a
luz. Aspecto linear das fibras musculares periuretrais no plano paralelo a luz
polarizada.

Figura 4. Microscopia de polarizacdo - Aumento 100 x 2. Birrefringéncia
miuisculo da regido periuretral. Maior intensidade de brilho, com valores de
Gray Average (GA) mais elevados.
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Figura 5. Microscopia de polariza¢do - Aumento 100 x 2. Birrefringéncia do
miuisculo periuretral. A drea com maior brilho foi selecionada pelo

examinador, e em seguida, o software realizou as medidas de intensidade de
brilho Gray Average (GA).

Figura 6. Microscopia de polarizacdo - Aumento 40 x 1. Birrefringéncia.
Aspecto trangado das fibras coldgenas periuretrais. Imagem obtida de corte
ultrafino (7 um) da regido periuretral, sem contraste. Aspecto linear das
fibras coldgenas periuretrais. Com as fibras coldgenas orientadas a 45 graus
do plano de luz polarizada, obtem-se o brilho mais intenso, com os maiores
valores de Gray Average (GA), enquanto as fibras em outras orientagoes tém
menos intensidade de brilho, ou seja, menores valores de birrefringéncia.
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Figura 7. Microscopia de polarizacdo — Aumento 40 x 1. Birrefringéncia. Aspecto
trangado das fibras coldgenas periuretrais. Com as fibras coldgenas orientadas a 45
graus do plano de luz polarizada, obtem-se o brilho mais intenso, com os maiores
valores de Gray Average (GA), enquanto as fibras em outras orientagcdes tém menos
intensidade de brilho, ou seja, menores valores de birrefringéncia.

Densidade de brilho das bandas anisotrépicas da musculatura periuretral,
foram obtidas 196 medidas de Gray Average no grupo controle (Anexo 3), cuja
mediana foi de 65,307 pixels. No grupo com suplementacdo de metiltestosterona
foram realizadas 95 medidas (Anexo 4), cuja mediana foi de 84,762 pixels (p
=0,006). A area total avaliada foi de 4,213 x 108 um2 . Os resultados estao

sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Birrefringéncia das fibras musculares periuretrais

Grupos N Percentil 25 Percentil 50 Percentil 75

Placebo 196 47,424 65,307 106,475
Testosterona 95 69,311 84,762 98,405
N= nimero de medidas de Gray Average p = 0,006

m Grupo Placebo

m Grupo Metiltestosterona

Figura 8. Histograma representativo das medidas de densidade
de brilho obtidas a partir da quantificagdo da birrefringéncia
nas fibras musculares periuretrais — Valores de Gray Average.
Eixo Y: frequéncia; Eixo X: Gray Average (pixels)

A distribuicdo das medidas de densidade de brilho das fibras musculares
periuretrais realizadas no grupo que recebeu suplementacdo da metiltestosterona
tem sua distribuicdo deslocada para a direita, quando comparada com a
disribuicdo das medidas do grupo controle. Isso denota que a frequéncia dos
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valores mais elevados de birrefringéncia foi maior no grupo que recebeu
suplementacao, em relagao ao grupo placebo.

Esta alteracdo pode ter se relacionado com a melhor organizagdo das
fibrilas dentro dos midcitos, levando a uma compactacdo ordenada do tecido
muscular, resultando no aumento da birrefringéncia (58).

Na analise do colageno periuretral, foram obtidas 555 medidas de Gray
Average (Anexo 5) no grupo placebo (mediana: 95,943) e 511 medidas (Anexo 6)
no grupo que recebeu metiltestosterona (mediana: 100,864), as quais estdo
sumarizadas na Tabela 2. Observou-se diferenca significativa entre os grupos

(p=0,005). Nesta andlise foi avaliada area total de 23,224 x 10* um?.

Tabela 2. Birrefringéncia das fibras colagenas periuretrais

Grupos N Percentil 25 Percentil 50 Percentil 75
Placebo 555 84,749 95,944 111,242
Testosterona 511 89,086 100,865 116,285
N= nimero de medidas de Gray Average p = 0,005
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Figura9 . Histograma representativo das medidas de
densidade de brilho obtidas a partir da quantificacdo da
birrefringéncia nas fibras coldgenas periuretrais -
Valores de Gray Average. Eixo Y: frequéncia, Eixo X: Gray
Average (pixels)

A distribuicdo das medidas de densidade de brilho das fibras colagenas
periuretrais realizadas no grupo que recebeu suplementacdo de metiltestosterona
tem sua distribuicdo deslocada para a direita, quando comparada com a
distribuicdo das medidas do grupo controle (Figura 9). Isso denota que os valores
de birrefringéncia mais elevados foram observados no grupo que recebeu a

suplementacao, em relagdo ao grupo placebo.

O alinhamento mais ordenado das fibras de coldgeno determina o
aumento da birrefringéncia no tecido periuretral das ratas com suplementacéo de
testosterona. Os valores de intensidade de brilho mais elevados sugerem uma

maior compactacao ordenada destas fibras, tornando o tecido mais resistente (58).
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5. Discussdo

Os androgenos sao conhecidos por melhorar os efeitos anabdlicos da
musculatura estriada. Sabe-se que a suplementagcdo de testosterona esta
relacionada ao aumento da massa muscular livre de gordura, com 0 aumento do
didametro e adequacao da forma das fibras musculares. Relaciona-se, ainda, com
a melhora nas fungdes cognitiva e sexual em homens (60). Nestes, a dose ideal
para suplementacdo ou reposicdo e os efeitos adversos vém sendo

extensivamente estudados e encontram-se bem estabelecidos (61).

A partir dos resultados obtidos em homens, vem ocorrendo uma busca
constante da compreensdo dos efeitos dos andrégenos sobre os sintomas
apresentados pelas mulheres na pdés-menopausa. Postula-se que os andrdégenos
modificariam e, eventualmente promoveriam melhora das alteragées cognitivas e
de alteracdes do humor, como a depressao, das anormalidades da funcao sexual

e alterages relacionadas ao trato urinario inferior a assoalho pélvico (61).

Alguns avancos significativos tém sido alcangados. Atualmente ja existe
nivel de evidéncia “A” para terapia de reposicdo com testosterona por via
transdérmica, na dose de 300 microgramas de liberacao diaria, nas mulheres pds-

menopausa com a finalidade de melhorar a satisfacdo sexual (61).
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No nosso estudo foi demonstrada melhora na ultraestrutura e organizacao
da matriz extracelular e tecido muscular periuretral com a suplementagdo da
testosterona em ratas normais. Dessa forma, apresentamos dados experimentais
que corroboram o possivel uso da testosterona em mulheres com incontinéncia

urinaria e disfungdes do assoalho pélvico.

Para obter evidéncias objetivas da influéncia dos andrégenos sobre o trato
urinario feminino sdo necessarios métodos de quantificacdo das alteragdes
apresentadas pelos tecidos postos em estudo. Os conflitos encontrados nos
diversos estudos sobre este tema podem se relacionar com diferentes abordagens
metodoldgicas ou, ainda, com variagées da técnica para a medi¢cédo das alteracdes

e para a avaliagao direta dos espécimes obtidos.

A microscopia de polarizacdo é um método que traz informacdes
importantes sobre ultraestrutura e organizagdo molecular de células e tecidos, as
quais sdo expressas através das propriedades Opticas teciduais e, em particular
sua birrefringéncia. Esta, quando quantificada fornece niveis elevados de
precisdo, e permite determinar a ordem molecular da dire¢do da vibragéo e de
variagbes no estado de agregacdo molecular (46,50). Corroborando esta
afirmagéo, Rieppo et al. em 2008, descreveram que a microscopia de luz
polarizada é um método tradicional para a visibilizagdo da arquitetura colagena da
cartilagem articular, com suas formas de avaliacao e anédlise se modernizando ao
longo dos anos, com a utilizacdo de softwares cada vez mais sofisticados e

precisos (62).
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A determinacéo das anisotropias Opticas (birrefringéncia e dicroismo) em
preparados biolégicos permite interpretagdes das propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas funcionais das estruturas. A birrefringéncia € um método acurado
para detectar e medir a ordem molecular e o arranjo das fibras colagenas e

musculares (47, 48, 54).

As fibras colagenas tém uma organizacao planar, em forma de ondas. Os
tecidos musculares se comportam como unidades contrateis, com adesao entre as
células garantida por zonas de adesao e por jungdes comunicantes (63). Como
sua fungcdo e propriedades dependem fundamentalmente da integridade e da
organizacao espacial de sua estrutura, a microscopia de luz polarizada € o método
mais apropriado para descrever e interpretar as avaliagdes concernentes a estes

tecidos (51, 64).

No nosso estudo demonstramos que hda aumento nas densidades de
brilho dos tecidos muscular estriado e coldgeno periuretrais das ratas submetidas
a suplementacdo de metiltestosterona. Isso sugere que ocorreu melhora da
organizacao das fibras colagenas e miofibrilas musculares, que podera determinar
maior resisténcia do tecido. Segundo Vidal e colaboradores, as medidas de
birrefringéncia permitem uma acurada observacdo morfolégica tecidual e podem
estar relacionadas diretamente com as propriedades biomecénicas da estrutura
em analise. Por exemplo, a birrefringéncia de forma aumenta em tenddes

calcaneos de ratos submetidos a exercicio (55).

E conhecida a influéncia dos horménios sexuais sobre os tecidos do trato

urinario inferior em mulheres. Uma aludida melhora no padrao de resisténcia do
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assoalho pélvico induzida por suplementacdo hormonal na menopausa néo
encontra guarida a luz dos estudos relacionados ao assunto (27, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 36, 61).

Alguns estudos prospectivos randomizados observacionais tém, inclusive,
demonstrado aumento nos riscos de desenvolver incontinéncia urinaria e piora da
gravidade dos sintomas de incontinéncia entre as mulheres que fazem terapia de
reposicdo hormonal (42). Samsioe e colaboradores (1985) demonstraram em um
estudo duplo-cego, placebo—controlado, que apds o uso de estriol oral (3mg/dia)
mulheres com idade média de 75 anos apresentaram melhora dos sintomas de
urgéncia e da incontinéncia urinaria mista, porém n&o houve melhora entre as

mulheres com incontinéncia urinaria de esforco (65).

Com relagdo aos andrdogenos, existem poucos dados relacionados a
presenca de receptores no trato urinario feminino, especialmente em humanos.
Rosenweig et al. (1995) (66) encontraram receptores andrégenos em altas
concentragcbes no epitélio do trigono vesical e uretra de coelhos nao-
estrogenizados e em moderada quantidade no musculo liso da bexiga e uretra.
Observacdes recentes tém mostrado que os andrégenos podem ter importante
papel nas alteracées do assoalho pélvico e do trato urinario inferior, porque os
musculos destas estruturas, principalmente o elevador do anus e o esfincter
uretral sdo sensiveis a estes horménios (67) e contém uma grande quantidade de
receptores androgénicos (31). Cayzergues et al. (2005) também observaram que
existem modificagbes na expressdao dos receptores androgénicos nos

motoneurdnios do nervo pudendo, que controla o esfincter uretral externo, em
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ratas ooforectomizadas, sugerindo que a testosterona provavelmente influencia a
transmissado do impulso nervoso e a coordenagao da continéncia urinaria no nivel
espinhal (68). Complementando esta afirmagéo, Sinha-Hikim e colaboradores, em
2002, observaram que a administracao de testosterona estda associada com o
aumento do numero de receptores de andrdégenos e com 0 consequente aumento

da resposta do musculo esquelético (69).

Edwall et al. (2007), foram mais além nas suas conclusées, sugerindo que
existe correlacdo negativa entre a testosterona e os marcadores do metabolismo
do colageno tipo I e tipo Ill nas mulheres com IU de esforgo, a qual ndo existe nas
pacientes normais. Estes resultados sugerem que as mulheres saudaveis tem o
tecido urogenital menos sensivel a acao da testosterona do que as mulheres com

IU de esforco (36).

A hipertrofia muscular induzida pela testosterona tem sido associada com
0 aumento do numero de nucleos dentro da fibra muscular e com a estimulagéao da
producédo de proteinas musculares. Ho et al. (2004), sugeriram que os efeitos
anabdlicos dos androgenos desempenham papel importante no musculo elevador
do anus de ratos (70). Este modelo experimental tem sido largamente utilizado

para avaliar a atividade androgénica.

Com base nos dados supracitados e no nosso estudo, observamos que a
musculatura e o coladgeno da regido periuretral sofrem modificagcbes pela
suplementagcdo da testosterona. Estas modificagbes parecem se correlacionar

positivamente com a continéncia urinaria.
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Huiling e colaboradores (2008), avaliaram a resisténcia da cérvix e sua
correlagcdo com os androgenos em ratas durante a gestagcdo. Afirmaram que a
dehidrotestosterona acelera o declinio da resisténcia cervical ao longo da
gestacdo e que seu antagonista, a flutamida inibe este efeito. Neste estudo, foi
utilizada a microscopia de luz polarizada com quantificagao da birrefringéncia para
avaliar a organizagao das fibras colagenas e esta analise foi correlacionada com
um meétodo fisico de quantificacdo da resisténcia do colo do utero. Nas ratas que
utilizaram flutamida, as fibras coldgenas estavam mais organizadas e com
birrefringéncia mais elevada do que nas ratas tratadas com dehidrotestosterona. O
uso da androstenediona e da dehidroepiandrostenediona n&o alteraram
significativamente a resisténcia cervical, demonstrando efeitos diferentes dos

diversos andrégenos nestes tecidos (57).

Analisando ainda as fibras colagenas, a resisténcia do tecido e a
birrefringéncia, Martin et al. em 1996, afirmaram que o cortex lateral do osso de
equinos é mais forte do que das outras regides, por ter fibras colagenas mais
organizadas que as outras areas (71). Isso corrobora nossa inferéncia de que o
aumento da intensidade da birrefringéncia do colageno, verificada no nosso

estudo, poderia se relacionar com aumento da resisténcia tecidual.

Alguns autores relacionaram a atividade androgénica ao aumento da
pressdo de fechamento uretral (72). Com base nestas evidéncias pode-se
considerar que os androgenos contribuem para a melhora da continéncia urinaria.
Madeiro et al. (2002), demonstraram que a reposi¢ao hormonal com combinagéo

de testosterona com estrogeno produzia mais efeitos nos vasos sanguineos,
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bexiga, na espessura epitelial da uretra, bem como na quantidade de fibras

musculares em ratas do que o estrégeno ou a testosterona isoladamente (73).

Mammadov e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da testosterona no
assoalho pélvico num modelo experimental de IU em ratas. Foram avaliados
quatro grupos: sendo trés com IU de esforgo induzida por lesdo do nervo ciatico e
um grupo controle. O primeiro grupo foi submetido a reposicao de testosterona
apds 30 dias da indugédo da IU, no segundo a reposicdo de testosterona era
realizada apenas no momento da leséo ciatica e o terceiro grupo recebeu solucéo
salina (sham). Foram realizadas analises urodinamicas e histolégicas dos animais,
nos quais se verificou que: os grupos com suplementacdo da testosterona
apresentaram areas musculares maiores que o controle e que o valor da presséo
de perda (VLPP) foi mais alto nos grupos tratados que no controle e no grupo
sham. A partir destes dados, o autor concluiu que a testosterona teve efeitos
preventivos e curativos no modelo experimental de |IU de esforco em ratas (74).
Esses dados confirmam a sensibilidade dos tecidos do trato urogenital a acdo da
testosterona, e demonstram que os espécimes com incontinéncia urinaria de
esforgo induzida experimentalmente e que receberam reposicao da testosterona
tém o mesmo comportamento clinico e histomorfométrico que o grupo controle,

sem |U de esforgo.

Os estudos experimentais tém como finalidade a avaliacdo dos efeitos
clinicos e histopatomorfolégicos em condi¢gdes controladas e conhecidas. A partir

dos dados obtidos nestes estudos, sdo criadas as bases para a tentativa de
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reproducao dos resultados em modelos humanos, com objetivo de fundamentar e

permitir as aplicagdes clinicas.

Apesar dos dados anteriores terem demonstrado a influéncia dos
andrégenos no trato urinario inferior, Teleman et al. (2009) ndo observaram
correlagao dos niveis séricos dos androgenos com incontinéncia urindria durante a
avaliacdo de mais de 6000 mulheres, no estudo WHILA. Neste estudo apenas os
niveis elevados de estradiol estavam relacionados com o aumento da incidéncia
de IU (39). Em outro estudo multicéntrico, chamado SWAN, com mais de 3300
mulheres na fase de transicdo da menopausa, foram analisados os niveis séricos
de horménios esterdides (estradiol, FSH, testosterona e DHEA) e néao foi
encontrada correlagdo com o desenvolvimento ou com a piora da incontinéncia
urinéria (44). Estes achados modificam a crenca de que a reducéo pura e simples
dos niveis de estrogenos esta associada a incontinéncia urinaria e sugerem a
existéncia de um mecanismo mais complexo, no qual pode haver a participagéo
da variabilidade genética e da expressao dos receptores na determinacdo da

influéncia estrogénica sobre as alteragbes do trato urinario inferior (28, 31, 44).

O estudo de Bai et al. (2003) também tentou correlacionar os niveis de
metabdlitos urinarios dos andrégenos com incontinéncia urinaria de esforco. Nesta
andlise, que incluiu apenas mulheres na pés-menopausa, ndo foram encontradas
diferengas nos niveis de metabdlitos dos andrégenos na urina de mulheres

normais comparadas com aquelas com |U de esforco (33).

Apesar de eventuais dados conflitantes, cuja existéncia ja foi mencionada

e possivelmente atribuivel a variacbes na metodologia e técnica das analises,
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existe uma tendéncia consistente, verificada a partir do conjunto de estudos sobre
o tema, a considerar um papel relevante dos andrégenos nas alteragbes
histomorfométricas do trato urinario inferior e do assoalho pélvico. Por
consequéncia, justifica-se sugerir uma linha de investigacdo que inclua estudos
clinicos visando o uso de testosterona como alternativa futura para o tratamento e

eventual prevengao da incontinéncia urinaria.
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6. Conclusao

e A suplementagdo com metiltestosterona promoveu aumento da
birrefringéncia das fibras coldgenas e musculares periuretrais de ratas

quando comparadas com 0 grupo controle.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 — Protocolo do Comité de Etica

.?}"é‘ Universidade Estadual de Campinas i Q
e Instituto de Biologia s
unIc A - o

CEEA-IB-UNICAMP

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1000-1, sobre "EFEITOS DO SUPLEMENTO DE
ANDROGENO SOBRE O CONTEUDO DE COLAGENO DO TRATO URINARIO
INFERIOR DE RATAS ADULTAS" sob a responsabilidade de Prof. Dr. Cassio Luis
Zanettini Riccetto / Daniel Rogério Mendes Fernandes esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagéo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 22 de marco de 2006.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1000-1, entitied "EFFECTS OF ANDROGEN ON THE
COLLAGEN CONTENT IN THE LOWER URINARY TRACT OF ADULT FEMALE
RATS", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established

by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State
University of Campinas - UNICAMP) on March 22, 2006.

Campinas, 31 de outubro de 2011.

a
- 23 VIA
I3 # N \J 3 \ &
! °é»u.__ A ’JM___A(, Mu(é 3 o A NS T
(_Profa. Dra. Ana Mésia K Guaraldo * # Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEEA/B — Unicamp Telefone: (19) 3788-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3788-6356
13083-870 Campinas, SP — Brasil E-mail: ceesa@cemib.unicamp.br

http:/Awww.ib.unicamp.br/institucional/ceea/index.htm
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8.2 - Anexo 2 - Randomizacao dos Grupos de Estudo

Numero do espécime Tratamento

1/NO Placebo
2/NO Metiltestosterona
3/NO Placebo
4/NO Metiltestosterona
5/NO Placebo
6/NO Metiltestosterona
7/NO Placebo
8/NO Metiltestosterona
9/NO Placebo
10/NO Metiltestosterona
11/NO Placebo
12/NO Metiltestosterona
13/NO Placebo
14/NO Metiltestosterona
15/NO Placebo
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Numero do espécime Tratamento

16/NO Metiltestosterona
17/NO Placebo
18/NO Metiltestosterona
19/NO Placebo
20/NO Metiltestosterona
21/NO Placebo
22/NO Metiltestosterona
23/NO Placebo
24/NO Metiltestosterona
25/NO Placebo
26/NO Metiltestosterona
27/NO Placebo
28/NO Metiltestosterona
29/NO Placebo
30/NO Metiltestosterona

NO - Nao submetida a ooforectomia
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8.3. Anexo 3 - Medidas de densidade média do musculo periuretral no grupo
placebo

Area Densidade Area Densidade

8,0647583  64,711357 19,583696  120,33589
9,0484486  62,748547 18,765207 120,505
107,81546  79,187843 17,66888  114,79983
8,0647583 60,484173 16,850389  106,40998
6,8933411  51,983662 16,1145  102,96925
5,0986695 56,301914 20,071787  114,38571
28,046436  75,973495 45,497555  127,94273
53990331 56,524338 41,540264  116,33405
26,229239  75,07959 17,300934  117,63541
25756166  72,27668 16,580063  114,6712
1,7571262  52,551281 14,582645  106,80072
24629803  74,420731 14,372391  103,97701
24997747  74,034843 10,910703  98,521683
23,435858  71,030441 5474124  132,4815
22,392096  66,705231 42,83183  147,0461
20,837715  65,193153 2,342835  130,0994
18,232061  61,971581 8,905776  148,5793
15731536 58,044868 8,094795  144,9443
11,256121  55,685791 7,351396 1428121
6,5253959  52,110474 6,562942  138,0664

4,265161  57,044014 6,397741  137,9824
2,8759801  59,984333 6,683087  137,4843
1,1939447 52 7,14865  137,9296
282,73212  100,51901 7,028505  138,8878
1,3215992  77,085228 6,119905  135,5656
12,750428  114,85513 4,287688  130,7916
8,4852676  103,83451 2,620671  57,00573
2,7708528  101,72358 4,422852  59,517826

1,6294718  96,737328 12,562701  59,068142
1,1639084  90,335487 2,0499806  55,289379

10,610339  113,06511 ;42;;22:5 6(13,2;121322
9,4314127  101,13455 : 56,327145

12,397501  102,08843 6,3827233  57,475296
12,908119  101,05933 14,500155  62,199692

16,850389 10848574 14,740336 65420784
17,75148  113,85237 60,027637 66,8316
1,824708  87,946503 57219238  160,71523

18,997988  116,72767 1,7796534  159,1519

1,7496171  87,103004 7,6517591  167,81354

20,402187 | 125,37394 8,748086  174,44635
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Area
9,5891027

Densidade |
180,0235

9,6416664

182,5257

9,2812309

185,19904

8,6805038

185,17387

7,8169589

180,60519

7,4264865

178,91811

6,9083595

176,88152

5,902142

173,43002

1,4642718

88,682053

6,9459047

91,839996

11,413811

99,659866

18,299643

107,64834

2,3803804

85,8265

14,6277

105,56571

20,342115

113,19897

21,588623

116,35304

21,085514

119,93661

21,258223

123,07065

19,756407

124,50855

85,633621

124,22738

14,019464

116,39368

10,865648

106,49758

7,1561594

104,29486

5,4290695

95,716461

1,051272

88,242859

3,0637071

49,125

8,2975407

43,762897

11,864356

47,678482

12,555192

48,763157

12,502628

47,567566

13,328629

51,977467

13,418737

52,489086

13,163428

92,905876

13,456283

52,728237

10,813085

95,558334

12,990719

50,539883

11,353739

46,936508

11,759229

46,54023

11,939447

48,638363

12,855556

48,455025

12,705374

47,047871

1,2014538

33,368752

Area Densidade

12,990719

48,302891

11,331211

45,861496

9,9495392

46,474716

9,408885

44,531525

8,6880131

44,269665

3,6193795

43,935684

1,0662903

38,96479

1,133872

30,344372

3,0336709

33,58416

8,3651218

38,266605

8,8306856

37,748299

2,0349624

37,121773

2,1175623

35,716312

9,2361765

39,58374

2,0199442

36,401485

15,378609

40,796387

7,1486502

40,95483

2,1100533

38,480427

14,192173

45,345501

2,4629803

41,088413

13,073319

51,581276

3,2063799

45412178

14,357373

49,180962

4,0098519

43,211609

14,319827

47,962769

4,8884153

45,596004

5,1812696

38,076813

15,025681

49,22139

16,18959

53,787106

15,220918

54,203255

18,08939

58,653797

38,056049

99,430149

20,131861

49,770233

17,270899

49,762608

69,346413

51,53503

1,3516356

38,366665

9,2136488

47,37653

12,112156

53,472412

5,3689966

44,27972

5,4365783

43,972374

4,5880518

41,731586

1,0813084

36,736111
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Area Densidade

2,9961255 40,952381
10,309976 48,078659
1,3516356 37,799999
8,4251947 45,5
8,3501043 43,084534
1,0362539 39,920288
1,0362539 39,289856
8,4101763  43,02589%4
5,3840151  41,454674
1,2389992  37,836365
4,7907972  39,653606
1,3441265  37,486034
2,5455801  36,808258
1,3741628  36,491802
1,3140901  36,228573
1,4342355  36,460732
4,4679065  87,189919

Area Densidade

6,089869

89,320595

8,5528488

93,826164

13,058301

86,124207

9,9195032

94,461014

9,3713398

94,32933

9,5440483

96,579857

9,3488121

94,654617

8,935813

92,968071

9,7392845

92,599846

7,71268496

89,139938

6,3977413

85,670189

6,9233775

90,196312

6,8182502

88,056168

2,620671

81,699142

1,0587811

79,085106
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8.4. Anexo 4 - Medidas de densidade média do musculo periuretral no grupo

testosterona

Area Densidade |
2,778362 96,754051
3,5668161 95,658951
12,277356 98,405502
13,651519 101,93949
13,343646 102,66179
13,073319 104,8811
12,923138 104,75189
3,8821976 95,605415
18,051844 94,302826
21,896496 96,463646
11,931938 89,147888
3,1913617 84,762352
22,872677 99,188118
24,40453 100,10062
21,453459 98,378372
4,8358517 86,777954
7,2537775 88,388199
92,053886 134,80887
6,8032322 116,86092
11,241102 121,90381
2,6732347 114,41854
107,86051 87,930519
6,6830869 76,868538
4,4303608 66,159325
8,5228128 71,333923
10,114739 74,172974
21,738804 73,367874
5,4891419 65,746925
1,3441265 62,469273
1,914817 62,384315
8,635449 96,71739
13,3061 99,70486
13,35116 97,02587
24,10417 96,29657
15,0407 92,61058
12,05959 94,37733
9,949539 97,01509
4,4303608 66,159325
8,5228128 71,333923

Area Densidade |
10,114739 74172974
21,738804 73,367874
5,4891419 65,746925
1,3441265 62,469273

1,914817 62,384315

8,635449 96,71739

13,3061 99,70486
13,35116 97,02587
2410417 96,29657

15,0407 92,61058

12,05959 94,37733

9,949539 97,01509

1,907308 85,73228

13,1409 98,35257

17,00808 101,2406

14,45499 97,26494

13,16343 99,07701

2410417 96,29657

15,0407 92,61058

12,05959 94,37733

9,949539 97,01509

1,907308 85,73228

13,1409 98,35257

17,00808 101,2406

14,45499 97,26494

13,16343 99,07701

16,18959 108,2876

16,74526 108,8251

18,04433 109,779

17,63884 113,3912

16,85039 110,6952

17,2709 111,1348

16,58006 110,5059

16,70772 111,4265

25,71862 111,2686

8,530322 104,706
20,327097 69,66642
30,013819 67,12384
15,581354 66,258797
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Area Densidade |
13,628991 64,955925
17,376026 64,610199
16,932989 65,944565
15,678972 66,856804

17,18079 67,121506
42,779266 74,044235
49,657589 78,107063
21,979095 78,746155
21,258223 78,831154
1,2389992 55,763638
121,87998 82,67556
20,785151 80,089592
3,5367796 59,411888
2,1100533 62,843418
17,158262 70,989494
11,451357 70,948853
31,770945 70,682343
13,005737 76,627602
14,026973 72,102249
16,204609 70,552361

Area Densidade |
7,3513956 72179779
10,873157 64,479279
2,6732347 69,311798
22,790077 77,89193
3,0862346 61,489052
10,587811 61,96312
4,5354881 63,698677
7,0360141 61,081108
2,5605984 62,79179
1,5318536 61,024509

1,39669 57,924732
2,1851442 59,831615
4,9635062 71,717094
7,6292315 75,868111
83,651222 77,897308
7,1786866 75,358788
121,95507 92,674339
1,8171989 86,818184
2,7107801 89,991692
1,9298352 88,424126
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8.5. Anexo 5 - Medidas de densidade média das fibras colagenas periuretrais

no grupo placebo

Area Densidade |
139,70851 168,65106
243,63487 118,32842
52,919891 122,93368
214,42604 104,71782
56,102539 120,65882
105,33905 130,66667
45,982052 146,93028

93,78347 133,27913
85,856636 116,6772
1188,2805 148,89812
60,638531 109,20216

546,9364 140,99185
43,933838 114,44938
97,932777 125,97257
292,14746 146,5321
43,552059 97,625153
265,49673 152,48935
51,695404 94,985458
174,30104 125,44788
58,878548 96,93058
517,28131 122,6412
246,28194 128,24268
577,45374 116,66638
66,745964 93,703819
82,673935 149,29659
132,80788 124,46445
303,98578 111,24181
650,71381 135,19095
77,230766 131,11276
57,558372 112,39443

59,68174 104,97086
114,20287 125,19109
160,57401 136,8812
561,92743 138,67465
172,81346 146,99181
426,14532 135,388
272,93274 133,11649
182,48064 170,96773

Area Densidade |
127,67692 147,98721
55,347332 94,427437
93,538956 170,66278
59,518093 111,61304
83,432419 11694569
57,257687 109,42844
57,257687 109,42844
225,99664 158,94284
375,25281 106,83234

59,45536 104,27885
380,72571 116,80286
120,96967 95,494537

77,90004 94,987015
192,89122  99,322418
76,576477 86,72242
141,41878 110,60081
71,163017 114,70575
60,617069 103,76444
53,405739 74,377312
46,179531 100,50172

484,0571 112,82063
48,837498 75,039429

104,2682 126,65896
86,505188 80,877846
49,534054 101,29392
53,941048 88,11042
164,03925 91,540382
60,995369 73,179398
157,97147 106,88225
889,70801 129,00276
153,80717 97,39328
100,60978 86,194923

303,7923 111,54317
61,421803 80,709625
177,21594 116,57789
91,329597 85,677689
86,719269 86,503914
42,202091 94,54892
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Area Densidade |
109,56274 86,623451
40,600849 84,542091
267,25143 107,55497
347,70956 95,60952
2994,5574 131,37558
1420,1365 117,49564
49,301003 84,262276
107,25758 116,13351
42,712627 89,190659
53,331356 98,017578
42,682941 111,4797
84,086838 95,935486
87,299232 94,742218
235,66327 105,43084
195,56802 113,04452
77,587654 78,192894
108,90838 90,933266
433,07544 110,891
43,682667 80,212044
96,133171 87,728394
216,12134 111,02854

271,3266 113,9362
111,89767 102,95492
95,151657 97,658813
44110661 74,434128
131,57343 106,22626
203,92624 98,341866

74,36055 92,840431
494,70541 120,82606
52,290318 65,236328
215,61568 119,33334
164,06892 101,33492
89,143288 103,51143
163,92029 89,911987
49,970261 81,16613
158,86382 100,00981
58,432449 84,736176
218,50117 126,22368
131,97495 109,54028

60,48484 102,6866

107,793 117,3064

592,3854 144,693

Area Densidade |
76,20462 91,3298
162,1505 121,4796
59,04221 103,9457
93,03977 136,8397
133,8192 130,8556
84,86019 93,7298
165,2886 126,5667
62,78996 78,53079
51,68467 86,58999
240,0059 147,5937
281,4398 140,1218
1660,767 144,2391
153,6734 104,179
115,4223 118,73
59,48838 123,7795
61,511 96,37633
47,2189 65,53241
81,3306 103,2624
107,5848 104,8733
55,24241 94,13947
420,5382 129,6195
310,3658 105,0353
287,5669 106,5595
267,1923 137,1116
110,2023 105,3934
250,0595 102,2472
263,5038 120,3108
58,50676 90,59659
43,33149 89,62854
671,1483 116,6682
188,4294 151,6079
53,31816 110,121
88,89052 92,31057
212,6413 124,9856
73,27486 86,0203
379,7742 141,1009
100,1487 103,8528
84,65196 100,9208
53,1504 88,67975
50,89232 115,3976
62,3339 102,65
305,4431 102,8781
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Area Densidade |
231,4692 131,7549
237,9833 133,0525
40,23894 97,65349
436,2287 89,127
71,2671 72,38379
53,06443 94,29702
841,1957 124,2609
61,28778 84,90606
44,92865 89,31191
217,4301 102,3449
73,83915 116,3363
70,15173 82,85257
174,5092 93,49606
237,4926 130,7282
91,59716 133,0921
294,5269 118,8961
95,38969 110,704
96,87672 109,4208
62,65629 92,69178
49,89418 97,65673
115,2289 102,4645
119,2594 81,8823
90,27366 82,19508
64,76798 74,40547
79,78876 96,96232
81,39494 89,15453
68,03982 102,5418
121,0886 130,962
108,611 103,1119
441,40381 136,61568
76,323593 103,33687
803,47998 133,19511
48,854858 77,305618
41,655956 80,965118
270,37485 99,030357
127,24563 105,32368
40,871056 116,9908
177,15645 137,91693
69,452644 106,08509
42,618492 76,108864
487,6265 103,93916
48,044289 82,865768

Area Densidade |
216,19576 127,78403
59,845394 85,235832
66,374138 88,917366

1548,394 124,56808
650,20813 119,78574

325,461 99,542671
79,372437 108,84842
59,994057 77,422203
280,85947 104,1034

154,4171 130,53246
69,988068 87,353218

4946,192 136,8101

129,9227 80,74387

126,7252 108,7793

79,25344 84,47237

1482,986 125,5472

181,514 131,7127

46,67935 133,2765

51,20378 97,88495

282,6591 102,5815

367,4301 154,532

47,6056 91,10581
328,45047 139,58865
315,34814 96,587158
98,245094 112,37652
251,79948 128,25781

343,3967 119,12698
178,37598 104,8471

53,56929 86,694931
53,123199 78,877312
521,26721 102,11942
332,59961 118,10888
172,09999 99,631645
1475,6986 116,15058
176,20459 103,52577
306,58829 106,741
601,10046 104,77512
52,189476 82,005249
81,290901 91,601532
137,53722 82,999176
85,142769 76,282051
1159,1907 103,13864

Anexos 84



Area Densidade |
551,10004 86,710922
422,75412 117,55003
82,748329 91,402939
154,19383 100,20319
83,789383 96,367386

83,65554 85,440506
512,90906 125,43367

82,263367 112,47577

99,509247 76,322121

61,772125 131,81572

78,837074 97,209534

124,43481 159,53348

306,45456 116,71645

57,153484 88,052582
272,27853 122,02135
373,14072 96,7248

93,57518 81,860146
53,304108 73,234871
109,41408 79,759186
73,334274 69,243835
56,424736 74,90731
51,353371 70,37394
78,658585 89,408798
78,078552 80,260742
59,458641 76,015221
110,52941 74,104752
130,11601 88,880562

66,59232 69,73289

48,74239 71,92762

85,60381 76,2325

533,1053 102,9776

80,10111 82,64325
178,58417 106,42642
68,927193 77,832138

40,91309 79,309044
266,83527 130,78532
64,411079 78,989983
271,80261 79,589333
72,412247 70,810471
54,699558 86,573967
972,54602 97,672661
72,560951 92,185905

Area Densidade |
113,608 86,175217
72,585815 87,52037
47,06525 96,141174
176,88875 107,69936
103,06862 85,613708
199,55385 80,654137
47,532959 82,793343
202,55798 72,916519
121,19273 85,220139
4577137 81,508492
123,30444 92,395935
112,909 84,092392
174,30095 100,42763
422,36777 85,789764
89,886948 88,227951
371,04391 99,956421
71,653717 77,739571
100,17841 79,245811
69,345276 106,7136
352,70676 102,339
250,87755 121,85757
129,58057 87,484474
284,23553 80,347084
224,53894 96,344193
444 2149 95,799568
52,528244 91,344208
54,803673 78,238144
139,76807 75,083496
92,415268 96,952766
49,018421 69,877907
41,660839 81,204369
56,008312 85,500969
335,50763 88,841148
59,279423 85,894249
303,95551 81,999626
68,062256 93,764519
50,330494 113,5961
59,00433 83,467415
75,2481 82,465569
87,055542 77,840355
113,08379 97,956268
83,905441 93,453796
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Area Densidade |
407,8504 102,64473
734,7829 120,27789
402,89902 88,305809
132,34889 85,204079
230,58594 97,88784
160,96001 88,004807
205,97842 124,69495
84,703781 100,11494
301,75137 107,85251
59,071239 75,153572
179,13664 111,85159
4004,1699 121,39223
72,198761 111,60863
647,88672 87,607666
530,19336 94,009392
56,340645 68,033691
125,45296 93,378983
63,400818 88,239799
50,98978 74,575882
111,88947 125,60945
43,367802 144,97223
126,57007 102,26672
75,463013 85,783546
1977,5076 115,89985
44,816818 106,64554
162,98318 112,2391
169,26341 113,82428
230,49542 93,376839
203,62328 74,421295
241,72714 82,716774
62,176304 95,254448
40,579762 82,97319
1424,0951 110,01815
71,764252 82,066254
175,18788 99,621902
347,28287 119,4122
1383,6359 109,41624
141,66675 99,846893
393,41797 85,595161
697,58472 87,221138
44,914162 76,518776
179,37819 86,455673

Area Densidade |
157,54846 94,320534
316,78775 102,4021
144,89745 95,101158
935,38672 96,448799
180,31415 87,012711
287,77194 86,187355
83,694092 100,80133
237,83224 105,31151
53,485615 87,4375
140,82135 84,597939
163,15593 89,190941
212,59071 104,08823
64,313309 82,011864
129,52901 95,09465
42,835876 81,78186
95,440857 81,843025
602,53644 98,514832
68,614365 92,111465
138,79845 84,930214

87,91761 78,388611
281,70282 106,55897
188,46648 75,639595

82,51487 103,07838
43,516926 77,158295
142,21036 79,271805

160,6265 107,52445
219,11403 104,87102
183,63556 93,835556
57,556641 81,784348
50,281837 81,788673
128,98564 89,534126
147,88661 86,493668
82,102226 98,843246
169,41435 101,80452
104,83926 109,36201
51,380512 73,487808
419,56552 86,33123
96,195702 105,23402
103,11338 126,51265
59,871555 84,748627
59,460606 76,577133
101,86868 110,57159

Anexos 86



Area Densidade |
49,530315 75,414375
56,451302 95,943581
72,708656 77,217659
86,304085 98,119019

67,70327 81,856453
1313,2262 80,455269

82,49453 93,688332
222,85623 90,356636

60,79739 75,110321
89,207642 75,8097
934,48132 98,314644
97,289536 86,84407
68,989777 76,543716
60,160004 82,266548
624,81927 115,07408

62,92601 91,458618
831,49188 122,90364
67,668182 86,285484
63,325378 84,739868
47,998936 65,108459
572,88672 92,073326
121,86006 114,78296
100,66428 97,596489
192,33099 102,884
104,09808 122,52421
40,866585 71,854164
165,36856 74,748825
43,149605 87,628021
61,240246 97,023552
74,058929 78,51664

275,5134 130,69234
93,131119 88,156136
555,37494 118,25027
105,80559 92,590195
41,304329 94,657967
83,242813 77,619286
502,53635 100,49193
288,04373 105,887
113,61061 105,21088
381,79373 95,695602
56,899231 81,901329

65,4338 83,065987

Area Densidade |
54,710171 85,741348
137,71147 94,084282

819,8678 125,82583
565,27802 112,10439
674,69836 113,77977
53,507439 76,71373

51,82999 69,724487
94,476425 114,10131
238,04353 92,781464
55,324093 85,497162
430,85797 94,947823
94,711159 85,005875
613,82892 99,450172
102,00289 105,67897

89,13224 80,140022

102,3249 86,557465
274,57748 95,422119
235,74881 110,47922
197,55449 112,28913

224,4566 78,741936
186,20175 93,084816
100,35236 101,69103
53,255947 84,1483
1094,7468 109,2868

45,85516 74,664474

81,40097 87,956177
92,813965 82,338707
272,22229 93,291275
183,54457 89,648766
216,99895 89,906281
224,66821 90,878876

223,2188 102,98095
453,26114 106,83097

1245,955 105,5854

43,34916 68,65349

43,78195 75,93398

182,488 78,30961

108,8768 79,60802

339,2212 102,4746

40,00104 85,9947

1766,969 114,3126

52,59501 82,56078
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Area Densidade |
295,4109 79,79715
109,2695 87,17109
44 85377 85,47356
145,2598 92,19098
482,5486 117,223
518,3576 97,36668
130,616 101,7048
108,5147 88,71109
54,36135 75,824
88,07377 80,54366
290,8818 82,89293
140,1572 83,01717
112,6661 89,18138
993,5994 111,7456
75,55513 99,05286
59,67037 82,91848
74,53706 82,03397
136,715 89,90032
47,48399 92,8186
4475474 81,32947
404,2273 97,30468
97,66351 92,32877
60,92157 83,29696
76,35864 73,44492
80,67654 83,30114
48,2757 64,78178
105,6965 94,33438
89,7578 92,61758

Area Densidade |
104,1365 87,08758
81,43119 67,53827
63,91066 78,57238
118,0859 80,82948
170,3503 90,71203
47,28936 76,57111
94,54512 104,2046
3004,47 118,1206
1215,822 125,3716
47,12997 76,60811
88,44947 88,11601
104,1014 120,9979
103,261 91,52242
103,261 70,62605
604,288 111,0174
210,2658 84,27412
53,63324 81,60736
104,2977 105,9893
110,5072 83,06155
117,5121 79,3204
51,17581 88,11879
500,2418 115,454
90,7602 71,81705
56,98312 84,45094
61,88444 87,52857
446,9812 92,88454
668,6599 98,06828
67,28226 85,18841
133,6351 99,71417
136,5943 111,783
147,011 88,01837
78,20386 90,22562
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8.6. Anexo 6 — Medidas de densidade média das fibras colagenas periuretrais

no grupo testosterona

Area Densidade |
1203,8069 110,33983
82,111313 102,95899
77,766327 81,883026

103,6585 77,262505
107,45093 76,466805
130,81497 93,293854
63,659184 102,90096

157,4064 80,659225

58,29866 75,4375
176,04102 78,691513
313,14691 96,438232
297,30814 125,58961
257,67398 102,91096
404,46164 119,50214
256,48419 103,09488
222,15947 96,208267
576,65082 106,82138
72,784088 91,032974
892,47455 98,717484
218,64958 94,711975
183,32829 113,89417
131,40987 80,585808
42,695274 105,22656
150,53534 82,669044
115,34806 85,738258

620,4046 87,667473
95,107063 91,684296
80,011871 95,242805
77,022621 92,485985

380,6069 80,675522
83,477119 68,883965
560,82642 90,176689
52,171337 74,423676
1160,2317 119,02905
73,825218 85,310371
74,806602 93,202003
90,942894 103,8006
44214758 110,10406
341,76089 120,08976
298,05173 117,49541

Area Densidade |
42,271442 92,568153
163,5931 132,6664
43,9321 90,23048
66,15109 110,1357
99,73234 156,6209
122,1594 87,07229
54,98797 87,5479
143,4266 125,1717
54,92269 96,82266
391,5526 132,2057
198,2748 120,9183
240,3033 113,6954
69,31886 99,94505
834,7117 109,1104
47,51633 63,49501
87,00173 99,28005
633,819 99,52197
213,028 112,1328
51,09644 110,9278
71,47519 88,27377
768,64948 118,29313
68,857796 87,735405
51,160011 89,109718
57,84922 131,70869
342,77228 111,33099
142,77213 105,6032
62,615681 100,91726
43,376938 82,673996
673,85504 101,20627
41,835167 74,443596
1598,3643 106,64204
49,196915 93,794563
201,57646 89,108307
49,910751 96,878693
143,06961 87,663902
42,224342 100,44559
71,891792 99,460732
77,320084 131,52377
48,02203 72,445824
62,760235 83,02401
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Area Densidade |
49,226685 99,083435
46,564545 91,022148

615,9425 119,71344
125,36241 78,251732
63,152596 80,102516

99,78698 80,638672
496,49786 124,13873
324,03409 100,36205
200,40747 75,458069
71,397034 74,668167
44,124146 84,228363
634,54156 105,99543

51,36541 82,682106
349,21515 122,67607
42,726868 80,796951
429,04614 109,01803
167,27066 88,22998
72,411667 79,458771

52,14539 71,587135
139,40222 82,520126
1546,4386 129,05975

1002,114 100,91001

46,86998 83,576309
53,747375 96,659187
139,58342 100,54509
110,20528 98,866531
58,870056 81,233925
217,08963 107,5999
71,437393 74,319214
70,444214 75,253418
485,08456 129,62914
54,658112 77,526627
68,427879 97,298889
113,28341 87,589691
328,68387 90,130951
63,863907 93,521515
292,36136 124,17873
51,935837 73,424049
45101971 78,465057
245,22974 80,424255
83,212639 76,557953
92,857719 74,076279

Area Densidade |
274,48691 115,23693
191,4252 76,856232
75,568756 74,039825
344,70633 112,44408
101,41917 70,845215
445,77313 114,05215
56,994785 101,50861
105,41981 82,456474
65,573029 78,469818
44,056973 77,348145
42,648033 82,56266
73,958405 89,086128
86,835701 75,075569
185,83955 100,64088
68,624168 77,385582
45,038345 77,108437
464,67435 88,774879
65,38018 78,168594
118,2066 76,795479
69,055389 74,942101
142,66328 88,610565
91,181969 126,53563
59,432053 82,063522
112,01699 97,201759
118,87074 78,265327
86,141289 94,128235
202,17404 96,991867
176,20789 76,322037
118,62424 98,802643
70,289764 84,543808
136,73021 104,12459
423,79272 112,37588
44,097183 77,323189
53,081516 100,72636
256,43124 114,34663
401,20807 116,69336
53,842888 86,020203
175,21135 77,646935
126,16257 77,089767
76,509743 87,936447
912,9837 141,22887
66,782524 86,793106
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Area Densidade |
291,09332 129,98157
70,149033 81,227341
64,283089 75,885857
2415,0376 130,30383
62,355759 73,201767
268,23688 134,93498
161,89627 120,95695
93,713135 98,843414
56,541977 103,28571

40,75251 89,971428
53,735592 95,663345
127,37362 110,9876
61,089302 93,398575
77,777748 83,079323
732,12592 104,45681
45,365536 97,57074
89,429131 90,320595
138,13425 78,756599
88,637215 91,90715
49,912781 77,619148
157,51823 101,46089
446,31686 99,226135
40,448952 68,334229
123,67159 80,354546
162,07747 91,509155
64,343346 83,764511

371,0452 105,29403
1454,3495 101,50939

48,79569 73,51634

78,60309 86,0369

895,4114 99,28051

1163,588 128,7

75,99979 78,94872

207,0651 92,47272

56,4865 93,03509
1199,699 104,0887
156,8539 75,59729

77,4759 70,71409

78,50246 78,79391

67,60947 81,88328
117,14983 113,68987
147,97717 120,14362

Area Densidade |
179,07616 122,39079
122,30286 112,97597
499,39655 125,3603
52,583252 110,76646
46,026211 86,191391
78,426819 108,85734

95,56501 118,91696

40,36504 112,25253
60,638184 104,08913
335,14526 134,99016
70,273232 109,27372
88,969467 100,58646
75,330482 131,98973
94,072159 120,9361
75,271736 114,36061
366,18375 132,89064
146,61856 120,88461
105,01201 113,68988
110,46033 109,46922
206,44124 122,37254
70,249695 110,5119

79,1315 116,05054
70,531532 93,215454
73,743629 104,4904

63,85704 94,71553

128,0898 137,1538

641,0636 144,2215

68,45813 90,70279

64,31675 106,3299

104,9466 128,1016

49,83722 121,9553

385,5675 136,6922

50,80355 105,2807

151,9324 114,5626

62,09084 98,89041

73,59602 121,0709

68,69636 104,0453

370,1091 149,2952

69,54011 117,0235

42,11785 102,449

209,5413 125,4255

76,81154 113,2213
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Area Densidade |
49,61091 98,08696
57,37394 124,2107
116,5996 129,0767
399,638 129,045
92,51216 121,0854
65,27794 109,9784
250,423 129,7883
90,49752 118,3755
344,1125 111,5845
48,07274 101,8098
60,79399 101,697
62,06225 101,7556
53,19374 83,65885
84,6032 115,0193
50,35222 112,9785
67,11448 143,4869
80,29721 97,86063
44,60547 99,05412
62,09581 108,4358
100,1527 127,4961
168,2066 118,422
581,2203 121,4458
716,9086 116,7747
193,2369 101,7749
68,2351 100,7543
283,1526 155,6713
252,0231 115,4617
76,63545 108,4858
202,8081 111,1344
56,40272 113,7421
187,0474 99,75257
228,5026 127,872
79,4804 120,0571
91,99883 91,96167
145,0753 128,8522
105,2538 130,3758
568,9013 155,9314
98,18842 100,0141
157,9861 109,9325
143,4734 138,1444
111,9851 131,1657
117,5122 101,9009

Area Densidade |
50,71957 99,50833
59,07986 97,59926
389,8554 115,3742
184,7224 125,7314
47,06958 105,19585
280,70663 118,3856
399,15482 139,01112
1264,6141 164,47768
105,52883 111,25918
281,40109 111,91579
196,3166 113,33334
80,132767 111,89494
91,203758 129,65816
1068,8112 193,36983
442,72388 153,1463
381,34076 122,07779
383,33325 136,0182
93,201538 143,91367
52,111942 104,18316
211,8661 149,05243
341,15347 177,76332
456,34106 176,22298
187,01712 101,25706
531,40112 123,51208
94,197937 134,6057
40,202301 93,409668
42,119583 86,96759
141,41513 98,964867
46,101788 88,161522
66,108124 95,219833
67,453468 114,82825
41,359734 83,554405
138,34557 96,772392
99,82383 106,34101
218,29724 103,08848
83,806412 86,946541
43,364231 94,641083
41,626431 89,932037
63,271572 87,923599
78,593071 84,510429
138,70763 95,664246
48,12793 80,07692
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Area Densidade |
82,174255 99,688484
53,836338 92,806328
40,363274 100,45647
138,52834 122,37531
58,756138 85,299629
60,292637 81,961128
49,921219 91,516487

74,78875 84,962502
60,802467 87,598564
202,14384 117,99258
53,537727 84,601166
62,927822 91,294914
304,22723 125,18478
103,68363 90,001053
42,019039 87,552498
47,089699 92,871857
180,76717 101,31933
42,322624 98,211197
140,03632 108,92556
99,547157 95,98613
100,21157 90,098488
43,570499 93,199066

52,73748 102,01234

447,7662 102,16896
243,47823 111,95435

87,7668 90,757576
46,432186 91,688789
40,729088 89,93573
50,967892 88,439133
60,490429 95,32975
62,996532 93,829269
109,84303 86,762863
292,18002 143,19165

56,33884 90,45488
61,007149 111,16071
175,63406 130,25587
42,770466 88,912277
42,126312 73,32663
133,06169 83,996605
114,46278 77,54528
146,81799 110,22437
100,05385 101,89584

Area Densidade |
244,233 124,26143
47,958599 87,145088
454,61972 156,86058
48,832565 91,406738
795,71307 131,96733
54,337807 133,21687
272,34326 120,11111
246,46753 123,03513
72,09481 116,28463
296,61865 150,00783
178,8346 129,0945
307,5486 126,2649
42,76366 95,52826
444,2941 123,0364
129,2875 160,4498
217,18 133,2173
63,95434 115,8128
74,592422 92,245224
41,98378 91,401497
171,46738 111,88345
102,53627 95,884468
53,881535 103,68725
104,38646 98,089645
86,780586 92,40609
78,623276 77,469185
181,52193 91,074471
730,67719 95,466095
47,463772 81,221489
131,37079 79,856178
47,826012 77,059502
157,12573 85,648781
385,7489 91,670593
382,18634 84,451088
130,73669 78,120605
381,703 118,0115
175,7246 89,56319
51,96756 104,8856
239,9156 110,9206
45,35524 86,95914
229,40836 88,695976
209,17381 91,801636
229,83101 91,200485
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Area Densidade |
1944,3251 97,689384
117,51213 79,761398
206,73309 83,802727
134,72386 100,41385

206,1897 104,9138

56,42097 89,06491

129,378 107,4979
41,192 100,8646
46,73915 88,73673
807,9716 130,7312
64,6705 88,81239
43,47142 128,6899
65,79443 99,49917
498,551 127,7146

120,6824 96,51289

412,3796 118,9461

522,7959 131,2784

61,77555 85,86372

43,75829 87,7277

43,81384 101,0707

81,01021 109,3745

56,60902 96,53019

542,6938 122,0185

225,6044 105,5278

1079,409 131,8844

1324,276 131,6946

200,8456 102,9921

208,7865 110,2248

751,1481 115,505

131,1194 140,3254

79,44336 93,70867

4446259 143,074

51,39727 113,9768

72,40176 102,4635

160,6717 131,9691

122,91 115,3021

296,3469 111,8944

82,51823 109,2901

40,71566 85,16203

360,5679 1241341

82,28157 123,1384

46,81128 101,6871

Area Densidade |
83,64032 114,1009
107,5182 98,64656
44,29853 95,63869
505,0125 117,3469
54,43516 97,90752
73,1129 109,1903
1082,7 138,0258
69,28678 100,0253
220,7429 101,4035
46,7576 102,9038
72,70542 95,66579
65,32648 100,1033
66,35139 100,6375
81,34066 98,11215
46,07656 93,84914
75,82203 106,7478
49,96989 98,69656
67,14482 108,2583
74,41946 99,72529
76,91223 110,6312
74,60753 99,46591
56,73647 97,42287
217,6027 110,5086
82,64227 141,2643
124,064 118,7226
62,61908 131,5765
88,78159 119,3346
461,4131 130,4748
108,7862 98,59132
52,91706 95,13757
404,8009 164,2856
155,9482 125,2455
206,1898 120,3807
101,872 101,8875
53,3616 118,4102
191,9386 112,1091
624,6384 127,6852
350,84558 138,58957
44,618916 124,35765
57,950878 93,117752
187,43954 116,15105
91,277451 108,17719
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A

a
d

608,87701 133,70273
46,828064 112,39773
68,748283 98,598083
81,657692 102,13377
87,137733 98,595558
47,539242 91,582779

Area Densidade
175,78522 109,15604
549,39624 132,89801
66,450401 89,231789

149,7585 109,39478
45,999474 110,90845
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