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RESUMO

Durante o processo de maturacao epididimaria, proteinas secretadas pelo
epididimo interagem com os espermatozoides modificando-os funcionalmente. Cerca de
75% das proteinas que participam da maturacao epididimaria sdo secretadas pelas
células epiteliais do segmento inicial e cabega do epididimo e 48% destas proteinas tem a
sintese dependente de dihidrotestosterona (DHT), a qual é sintetizada a partir da
testosterona pela agéo da enzima 5 a redutase. A DHT é de extrema importancia para a
fisiologia do sistema reprodutor masculino. Niveis elevados de DHT na vida adulta podem
predispor a varios disturbios, tais como a alopecia androgénica. Com o intuito de se
minimizar os efeitos da DHT, a finasterida foi o primeiro inibidor da 5 a redutase que
recebeu aprovacao clinica para o tratamento desses disturbios.Um publico cada vez mais
jovem utiliza a finasterida como um método preventivo e paliativo contra a alopecia
androgénica, com isso, estudos dos efeitos da finasterida no sistema reprodutor
masculino sao de grande interesse clinico. O ojetivo desse estudo foi avaliar as possiveis
alteracdes no segmento da cabeca do epidididmo e na qualidade espermatica em animais
submetidos ao tratamento agudo (15 dias), crbnico (56 dias) e animais que tiveram o
tratamento (agudo e crénico) interrompido por um periodo de 30 dias. Na administragao
aguda (15 dias) de finasterida em ratos observou-se algumas altera¢des na integridade da
membrana plasmatica do espermatozoide. A administracdo crénica (56 dias) de
finasterida em ratos leva a alteracbes no epididimo, tais como: redugcdo do peso,
alteracbes morfométricas-estereoldgicas, diminuicdo do tempo de transito do
espermatozoide, reducdo da motilidade, alteracbes na integridade da membrana do
espermatozoide e redugcao nos parametros de fertilidade desses animais. Mesmo com a
interrupcao do tratamento com finasterida (por 30 dias) a qualidade do espermatozoide
continua comprometida. Dessa forma, estudos adicionais devem ser realizados para
complementar o conhecimento existente sobre a fisiologia do epididimo apo6s a deplegcao
DHT, sobre o tempo que necessario para a recuperagao dos parametros de fertilidade
apds a interrupcao do tratamento com finasterida, e se estes parametros podem ser
totalmente recuperados.
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ABSTRACT

During epididymal maturation, proteins secreted by epididymis functionally interact
with the spermatozoa modifying it. About 75% of the proteins that participate in the
epididymal maturation are secreted by the epithelial cells of the initial segment and caput
of the epididymis and 48% of the synthesis is dependent on dihydrotestosterone (DHT),
which is synthesized from testosterone by the action of the enzyme 5 a reductase.The
DHT is extremely important for the physiology of the male reproductive system. High levels
of DHT in adulthood may predispose to various disorders such as androgenic alopecia. In
order to minimize the effects of DHT, medications were produced with the purpose of
inhibit the action of 5 a-reductase and among those medications the finasteride was the
first 5 a reductase inhibitor that received clinical approval for the treatment of these
disorders. A public increasingly young uses finasteride as a preventive and palliative
method and against androgenic alopecia, in this way; studies of the effects of finasteride in
the male reproductive system are of clinical and commercial interest. The aim of this study
was to evaluate the possible alterations in the caput epididymis and sperm quality in
animals submitted to acute (15 days) and chronic (56 days) treatment and animals with 30
days post- treatment. Acute administration of finasteride in rats (15 days) was observed
reduction in sperm membrane integrity. Chronic administration of finasteride in rats (56
days), leads to changes in the epididymis, such as weight reduction, morphometric-
stereological changes, decreased transit time of sperm, motility of the sperm membrane
integrity and consequently in fertility parameters of these animals. Even with the
interruption of treatment with finasteride (30 days) sperm quality remains committed. Thus,
further studies should be performed to complement the existing knowledge on the
physiology of the epididymis after DHT depletion, on the time that is needed for the
recovery of fertility parameters after interruption of finasteride treatment, and if it these
parameters can be fully recovered.
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1. INTRODUCAO

1.1- Fecundagdo: Caracteristicas Gerais.

O processo de fecundagdo nos mamiferos € o resultado de uma sequéncia
altamente programada de eventos moleculares que culmina com a unido de duas células
haploides distintos, o espermatozoide e o ovdécito Il, para formar um zigoto diploide
(Tulsiani e Abou-Haila 2011). Para uma efetiva fecundacédo, as células germinativas
masculinas passam pela maturagdo no epididimo e, posteriormente, pela capacitacao no
trato reprodutor feminino (Nishimune e Okabe, 1993; Robaire, 2000).

Dentre os ductos pelos quais os espermatozoides passam até atingir o gameta
feminino, o epididimo é o responsavel por propiciar um microambiente especializado no
qual os espermatozoides desenvolvem elevado grau de diferenciacdo fenotipica e
funcional (Blanchard e Robaire, 1997).

No processo de fecundacdo e maturagdo, uma variedade de andrégenos e
glicoproteinas sdo essenciais para o funcionamento normal das células testiculares,
epididimarias e do trato reprodutor feminino. (Mclachlan et al., 2002, Holdcraft e Braun,
2004).

As células testiculares sao alvo de um ou mais andrégenos, cuja acao € essencial
para a fertilidade masculina (Holdcraft e Braun, 2004), detre essas células, destaca-se, as
células intersticiais ou células de Leydig, que primariamente possuem a funcdo de
producao de testosterona (Mendis-Handagama, 1997), as células midides que circundam
o tubulo seminifero proporcionando suporte biomecanico e contratilidade (Maekawa et al.,

1996) e as células de Sertoli que estao diretamente relacionadas com a proliferagao e
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diferenciacao das células germinativas testiculares (Blanchard e Robaire, 1997; Griswold,

1998).

1.2- Epididimo: Caracteristicas Anatémicas, Histolégicas e Secregdo Proteica para

Maturagéo do Espermatozoide.

O epididimo € um érgao altamente compartimentado em sua morfologia e fungéo e
a compartimentacéo dos diferentes segmentos do epididimo (segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda) indica que o epitélio ao longo do ducto possui diferentes fungdes e/ou
estdo sob o controle de diferentes fatores regulatérios. Segundo Blanchard e Robaire
(1997), dentre esses fatores destaca-se os androgenos como a testosterona e a
dihidrotestosterona (DHT) que atuam em diferentes segmentos, unidades funcionais € em
diferentes tipos de células epiteliais do ducto epididimario.

Atualmente, muitos estudos investigam a expressao génica regional do epididimo
para determinar as caracteristicas e a especificidade da secrecao epididimaria (Jervis e
Robaire, 2001; Jonhston et al., 2005; Jonhston et al., 2007; Dubé et al., 2008; Kolasa et
al., 2008). No epididimo de rato foram identificadas, por microdissec¢ao, 19 regides
morfologicamente distintas (Jelinsky et al., 2007) e 11 regides distintas em camundongos
(Jonhstson et al., 2005) que possuem especificidade quanto aos fatores regulatérios e
secregao protéica. Concomitantemente, um estudo comparativo da expressao génica do
epididimo em ambas as espécies, por microarray, identificou que 492 genes, relacionados
a secrecdo, sao compartilhados entre ratos e camundongos em segmento semelhantes
(Jelinsky et al., 2007; Turner et al., 2007).

Histologicamente em ratos, sabe-se que a diferenciagdo do epitélio pseudo-

estratificado do epididimo inicia-se durante a segunda semana de desenvolvimento pos-
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natal, sendo em numero de cinco os tipos celulares distintos que compdem este epitélio:
células principais, basais, apicais, claras e, por fim, células halo (Robaire et al., 2000).

Resumidamente, as células principais sdo as mais abundantes ao longo de todo o
ducto epididimario e apresentam longos estereocilios relacionados com a secregédo e
absorcao de proteinas (Cummins et al., 1986; Fouchecourt et al., 2003, Cornwall et al.,
2009). As pequenas células basais, mais numerosas no segmento inicial e no corpo,
parecem atuar como possiveis precursoras das demais células epiteliais, bem como na
producao de antioxidantes (Calvo et al., 1997; Robaire et al., 2006).

As células apicais sdo homologas as principais e parecem estar envolvidas no
transporte e digestdo de proteinas e carboidratos do lumen (Syntin et al., 1999; Hermo et
al., 2005). As células halo correspondem a linfécitos intra-epiteliais e as células claras,
igualmente distribuidas ao longo de todo o epitélio epididimario, apresentam funcdes
ainda controversas, envolvendo o processo de endocitose ou a acidificagdo do fluido
epididimario (Yeung et al., 1994; Flesch e Gadella, 2000; Franga et al., 2005; Robaire et
al., 2006).

A variedade celular desse epitélio pseudo-estratificado contribui para que durante
a passagem do espermatozoide pelo epididimo, a composicao proteica de sua membrana
plasmatica seja alterada ou extraida (Flesch e Gadella, 2000; Arrotéia et al., 2004;
Dacheux et al., 2005). Estas alteragbes bioquimicas, conjuntamente identificadas como
maturagcao epididimaria, permite ao gameta potencializar sua motilidade, estabilizar a
cromatina e adquirir sitios para reconhecimento e ligacdo de moléculas da zona pelucida,
bem como para a fusdo com a membrana plasmatica do ovécito Il (Flesch e Gadella,
2000; Dacheux, 2002, Robaire et al., 2006, Coernwall et al., 2009).

A atividade secretora de natureza proteica no epididimo decresce ao longo do

ducto, de modo que pouquissimas proteinas (cerca de 1% do total de proteinas) sao

14



secretadas especificamente na regido da cauda (Dacheux et al., 2005). Segundo Robaire
et al.,, 2006, este fendbmeno se deve ao fato de que as proteinas secretadas nos
segmentos mais proximais do epididimo sdo acumuladas no fluido luminal ao longo da
extensao do ducto, promovendo a maturacdo gradativa dos espermatozoides; desta
maneira, a cauda do epididimo apresenta como fungéo principal a estocagem e protecao
dos espermatozoides (Gatti et al., 2004).

Desta forma, cerca de 75% das proteinas identificadas e que participam da
maturagao epididimaria sdo secretadas nas regides iniciais deste ducto (segmento inicial
e cabeca do epididimo), sendo que 48% dessas proteinas sdo dependentes de
andrégenos (Syntin et al., 1999, Robaire et al., 2000; Toshimori, 2003; Dacheux et al.,
2005). Muitas destas correspondem as enzimas capazes de alterar glicoproteinas de
superficie do espermatozoide e, apds liberadas na luz do epididimo, parecem ligar-se a
superficie do espermatozoide ou mesmo no interior da vesicula acrossémica (Cornwall et

al 2009; Cohen et al., 2011).

1.3- Andrdgenos: Testosterona e Dihidrotestosterona (DHT).

Os androgenos sdo horménios esteroides envolvidos principalmente no
desenvolvimento do fenétipo masculino durante a embriogénese, no estabelecimento da
maturacdo sexual na puberdade, e na manutengdo da fungdo reprodutiva masculina
principalmente com relagcdo a espermatogénese e ao comportamento sexual durante a
vida adulta (Hamil et. al., 2000, Bilinska et al., 2007).

A testosterona produzida pelas células de Leydig no testiculo, e seus metabdlitos,

como a DHT e o estradiol, sdo exemplos de hormdnios esteroides sexuais que participam
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ativamente nos processos relacionados ao desenvolvimento das células germinativas
masculinas (Mclachlan et al., 2002; Holdcraft e Braun, 2004; Tribek et al., 2005).

A DHT é o produto da agdo enzimatica da 5 a redutase sobre a testosterona,
sendo um importante andrégeno participante no desenvolvimento da diferenciagcdo da
genitdlia externa masculina, entre outras fungdes (Imperato-Mcginley et al., 1974, Amory
et al., 2007; Hsieh et al., 2011). No entanto, niveis elevados de DHT na vida adulta podem
predispor a varios disturbios, tais como: a hiperplasia prostatica benigna e o cancer de
prostata, acne e a alopecia androgénica (Geller et al., 1976; Liu et al., 2008, Chiba et al.,

2011).

1.4- Disturbios Associados a Elevados Niveis de DHT: Alopecia Androgénica.

A alopecia androgénica € o mais frequente tipo de perda e diminuicdo da
quantidade de foliculos pilosos na regido da cabeca e, por isso € uma das condi¢cdes
dermatolégicas mais comuns que afeta ambos os géneros (Finn et al., 2006; Camacho et
al., 2008; Schweiger et al., 2010). Nos homens, atinge cerca de 30% da populagéo acima
dos 30 anos e cerca de 50% acima dos 50 anos de idade (Bienova et al., 2005; Tosti e
Duque-Estrada, 2009; Mella et al., 2010). Em mulheres, a alopecia androgénica € mais
suave e diagnosticada como uma consequéncia da mudanga hormonal decorrente a
progressao da idade (Bienova et al., 2005; Camacho, 2009).

Nas células do foliculo piloso, assim como nos demais 6rgaos dependentes da
DHT (Steers, 2001; Robaire e Henderson, 2005; Bilinska et al., 2007; Camacho, 2009;
Schweiger et al., 2010), a testosterona é convertida, através da acdo da enzima 5 a
redutase, em um metabdlito mais potente, a DHT (Finn et al., 2006; Chiba et al., 2011). A

DHT liga-se a seus receptores androgénicos presentes nas células do foliculo piloso e
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esta unido desencadeia um processo de sinalizacao celular que acelera a morte celular
do foliculo (Bienova et al., 2005; Yoo et al., 2006). Gradualmente, as repeticdes dos ciclos
em sua fase terminal tornam os fios do cabelo mais escassos e curtos e a quantidade de
foliculos pilosos diminui acentuadamente (Bienova et al., 2005).

No processo de conversao da testosterona em DHT, ha duas isoformas da enzima
5 a redutase; a do tipo | e a do tipo Il (Sterrs, 2001). O sequenciamento génico das
isoformas mostrou uma similaridade de 47% entre elas dentro de uma mesma espécie e,
em espécies distintas, a 5 a redutase do tipo | mostra similaridade de 60% e 77% a 5 a
redutase do tipo Il (Jin e Penning, 2001; Thomas et al., 2005).

Em humanos, a 5 a redutase tipo | € encontrada primariamente na maioria das
glandulas sebaceas da pele, incluindo o escalpo, no figado, nos musculos e no cérebro
(Ellis et al., 2005), niveis menores sdo encontrados nas células epiteliais do epididimo e
na préstata (Steers, 2001; Titus et al., 2005; Jemal et al., 2005; Jemal et al., 2010). A5 a
redutase tipo | é responsavel por aproximadamente um terco da producao da DHT sérica
circulante (Gisleskog et al., 1998; Schweiger et al., 2010). A 5 a redutase tipo Il, em
humanos, é encontrada na préstata, na vesicula seminal, nas células do estroma do
epididimo (Steers, 2001), no foliculo piloso do cabelo, assim como, no figado (Ellis et al.,
2005) e é responsavel pela produgcado dos dois tercos remanescentes de DHT sérica
(Gisleskog et al., 1998).

Em ratos e camundongos, andlises por imunolocalizacdo estabeleceram a
presenga marcante do receptor de 5 a redutase Tipo Il na superficie das células epiteliais
principais da regido da cabeca do epididimo (Yamashita, 2004; Seenundun e Robaire,

2005; Tribek et al., 2005).

1.5- Finasterida no Controle dos Niveis Elevados de DHT.
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Uma droga experimental chamada MK906, também denominada como finasterida
(Proscar) foi desenvolvida em 1992, para bloquear a acdo da enzima 5 a redutase.Esta
droga foi administrada a pacientes portadores de disturbios associados ao excessivo nivel
sérico de DHT, como um tratamento alternativo a remogéo dos testiculos (Stinson, 1992).
Assim, a finasterida foi o primeiro e o principal inibidor de 5 a redutase que recebeu
aprovagdo clinica para o tratamento de hiperplasia benigna da prostata, alopecia
androgénica e outros disturbios associados a elevagao dos niveis de DHT (Bilinska et al.,
2007; Ferlay et al., 2010).

Esta aplicacao clinica baseia-se no fato da finasterida inibir a enzima 5 a redutase
em suas duas isoformas; no entanto, com uma maior especificidade para a 5 a redutase
do Tipo Il (Robaire e Henderson, 2005; Thomas et al., 2008). Em humanos, em doses
terapéuticas para o tratamento da hiperplasia benigna da prostata, a finasterida reduz os
niveis séricos de DHT em 70 — 90% resultando em um decréscimo no tamanho do érgao
(Greenlee et al., 2001; Lebdai et al., 2009; Crawford et al., 2009; Madersbacher et al.,
2010), enquanto isso, os niveis de testosterona permanecem constantes ou sofrem um
pequeno acréscimo (Gormley, 1995; Rosen et al., 2008; Corradi et al., 2009).

Para o tratamento da alopecia androgénica, os niveis de DHT séricos devem sofrer
uma reducgéo de 60% -70% (Camacho et al., 2008; Camacho, 2009; Chiba et al., 2011).
Em ratos e camundongos, a administracao de finasterida em doses 5mg/kg/dia durante 56
dias provoca uma diminuicdo de 60 - 70% dos niveis séricos de DHT e os niveis de
testosterona acompanham a variacdo observada em humanos (Romieu et al., 2003;
Cayette et al., 2006; George, 2007; Tindall e Rittmaster, 2008). Em homens e macacos ha

uma maior afinidade da finasterida pela isoforma do tipo Il da 5 a redutase, porém,
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quando administrada em ratos, camundongos e caes a atividade bioldgica da finasterida
compete a inibicao de ambas as isoformas (Sterrs, 2001).

Contudo, a finasterida ndao tem nenhuma afinidade pelos receptores dos
andrégenos e nao desempenha nenhuma atividade androgénica, anti-androgénica,
esterogénica, anti-esterogénica ou atividade semelhante a progesterona (Sudduth e
Koronkwski, 1993). Por causa deste perfil de expressdo especifica da enzima 5 a
redutase nos tecidos e a especificidade de inibicdo da finasterida, poucas reacdes
adversas sao descritas em outros 6rgaos (Cayette et al., 2006; Tindall et I., 2008; Corradi

et al., 2009).

1.6- Finasterida e Reacbes Adversas.

Sabe-se que a supressao de andrégenos (testosterona ou DHT) em cultura de
células epiteliais do epididimo em ratos provoca um fenétipo de superficie celular lisa
desprovida de estereocilios e protusdo granular (decorrentes da despolimerizacdo dos
microtubulos e alteragdo do citoesqueleto). Além disso, nas células de Leydig ha uma
desorganizagdo dos microfilamentos culminando em um aumento acentuado e
desregulagao na secrecdo de testosterona (Bilinska, 1992; Mendis-Handagama, 1997).
Sugere-se que esta similaridade entre as células epiteliais do epididimo e das células de
Leydig, ocorra pelo aumento na liberacdo de estradiol, em consequéncia de uma
desintegragao de microtubulos (Marchlewicz et al., 2004; O’ Hara et al., 2011).

Dentre as reacdes adversas da finasterida, a reducéao da funcao erétil em homens
€ a mais discutida. Estima-se que o bloqueio mais especifico da 5 a redutase tipo Il pela
finasterida acarreta a reducao da capacidade erétil em cerca de 5% a 20% dos homens

tratados com esta droga (Steers, 2001; Smith e Carson, 2009). Ha relatos de casos de
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infertilidade masculina decorrente de danos na integridade do DNA de espermatozoides
de homens submetidos ao tratamento com finasterida em pequenas doses (Tu e Zini,
2011), adicionalmente, em outros estudos reportaram que a interrupgcéao do tratamento da
finasterida promove a recuperagdo imediata do volume do semen, mas a concentragéo de
espermatozoides nao se recupera totalmente dentro de um periodo de 4 meses (Chiba et
al., 2011). Uma melhora semelhante foi observada em dois outros casos de azoospermia
e oligospermia grave em um periodo de 6 meses apos a interrupgdo do tratamento com

finasterida (Liu et al., 2008).

1.7- Alopecia Androgénica e Fertilidade.

Atualmente estima-se, dentro da populagdo adulta, a existéncia de 4-17% de
casais inférteis e que dentro desta porcentagem uma parcela significativa (20%) seja
referente unicamente a fatores masculinos (Bhasin, 2007) e as alteracdes epididimarias
podem estar presentes como etiologia de infertilidade masculina (Boué e Sullivan, 1996;
Bilinska et al., 2006; Hann et al., 2011).

A utilizagdo de medicamentos que tentam prevenir a queda do foliculo piloso
torna-se cada vez mais crescente, consequentemente, um publico cada vez mais jovem
utiliza essas drogas como um método preventivo e paliativo contra a alopecia androgénica
e doencgas associadas aos altos niveis de andrégenos. Sendo assim, o estudo dos efeitos
de medicamentos inibidores de andrégenos, como por exemplo, a finasterida, nos
diferentes sistemas, principalmente no sistema reprodutor masculino é de grande
interesse clinico (Bienova et al., 2005; Rosen et al., 2008; Corradi et al., 2009, Chiba et

al., 2011, Tu e Zini, 2011).
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2- OBJETIVO GERAL

Frente a realidade de que in vivo em ratos, a administracao de finasterida reduz
significativamente o peso do epididimo (Shao et al., 1993; Cayette et al., 2006; Bilinska et
al., 2007; Tindall e Rittmaster, 2008), in vitro provoca alteragdes fenotipicas significativas
(Bilinska, 1992; Mendis-Handagama, 1997); que o papel secretor do epididimo é
altamente dependente de andrégeno (DHT); e o uso crescente da finasterida por adultos
jovens no tratamento da alopecia (Camacho et al., 2008; Smith e Carson, 2009); o
objetivo geral deste estudo foi verificar, em ratos Sprague Dwaley, as possiveis alteracoes
provocadas pela finasterida no segmento da cabeca do epididimo, na qualidade do
espermatozoide e nos parametros de fertilidade utilizando-se uma dose que proporcione
reducdes de DHT comparaveis as observadas no tratamento de alopecia androgénica em

homens e a possivel reversibilidade destas alteragdes pela suspensao deste tratamento.

2.1- Objetivos especificos

- Determinar e as concentracbes séricas de testosterona e de DHT nos animais
submetidos ao tratamento com finasterida e a possivel reversibilidade destas alteragcoes
pela interrupgao do tratamento.

- Descrever as possiveis alteragdes histologicas (analise qualitativa) e ultraestruturais no
segmento da cabeca do epididimo e avaliar por métodos morfométricos e estereoldgicos
(andlise quantitativa) essas alteracbes causadas pelo tratamento com finasterida e a

possivel reversibilidade destas alteracdes pela interrupcao do tratamento.
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- Determinar as possiveis alteracbes no tempo de transito dos espermatozoides no
epididimo e parametros de fertilidade causados pelo tratamento com finasterida e a
possivel reversibilidade destas alteragdes pela interrupgao do tratamento.

- Descrever as possiveis alteragdes nos testes de necropsia, morfologia e motilidade do
espermatozoide causados pelo tratamento com finasterida e a possivel reversibilidade

destas alteragdes pela interrupgao do tratamento.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais

Ratos adultos Sprague-Dawley (300-350 g) com 60 dias pos-parto foram alocados
4 23 + 2°C, em ciclos de luz/escuriddo de 12 h e livre acesso a racdo e agua. Os animais
foram aleatoriamente divididos nos seguintes grupos
- Grupo Controle Agudo (C15): Ratos controles com 60 dias pés-parto tratados, por
gavage, com a solucao diluente da finasterida (0,5% de solugdo aquosa de metil-celulose)
por 15 dias (n=25). Esses animais foram sacrificados com 75 dias pés-parto (60 dias pds-
parto + 15 dias de tratamento com solugéo diluente= 75 dpp).
- Grupo Controle Crénico (C56): Ratos controles com 60 dias po6s-parto tratados, por
gavage, com a solucao diluente da finasterida (0,5% de solu¢gdo aquosa de metil-celulose)
por 56 dias (n=25). Esses animais foram sacrificados com 116 dias po6s-parto (60 dias
pés-parto + 56 dias de tratamento com solugéo diluente = 116 dpp).
- Grupo Tratamento Agudo (F15): Ratos com 60 dias pds-parto tratados com finasterida,
por gavage, durante 15 dias consecutivos (n=20). Esses animais foram sacrificados com
75 dias po6s-parto (60 dias pds-parto + 15 dias de tratamento com finasterida = 75 dpp).
- Grupo Tratamento Crénico (F56): Ratos com 60 dias pds-parto tratados com finasterida,
por gavage, durante 56 dias consecutivos (n=20). Esses animais foram sacrificados com
116 dias p6s-parto (60 dias pos-parto + 56 dias de tratamento com finasterida = 116 dpp).
- Grupo Suspenséo do Tratamento Agudo por 30 dias (F15 + 30I1): Ratos com 60 dias p6s-
parto tratados com finasterida, por gavage, durante 15 dias consecutivos e em seguida, o

tratamento foi suspenso por 30 dias (n=20). Esses animais foram sacrificados com 105
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dias pds-parto (60 dias pds-parto + 15 dias de tratamento com finasterida + 30 dias de
suspenséao do tratamento = 105 dpp).

- Grupo Suspensdo do Tratamento Crénico por 30 dias (F56 + 301): Ratos com 60 dias
pbs-parto tratados com finasterida, por gavage, durante 56 dias consecutivos e em
seguida, o tratamento foi suspenso por 30 dias (n=25). Esses animais foram sacrificados
com 146 dias pds-parto (60 dias pds-parto + 56 dias de tratamento com finasterida + 30
dias de suspenséao do tratamento = 146 dpp).

Ratas adultas Sprague - Dawley com 60 dias pos-parto foram alocados & 23 + 2°C,
em ciclos de luz/escuridao de 12 h e livre acesso a ragao e agua. Essas fémeas foram
aleatoriamente escolhidas e distribuidas nos diferentes grupos para o acasalamento
natural e inseminagao artificial intra utero.

Este protocolo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA — UNICAMP), protocolo 1622-1 (em anexo). Foram
seguidas as normas do NIH (National Institutes of Health) para o cuidado e o uso de

animais de laboratorio.

3.2- Finasterida.

A finasterida foi fornecida em sua forma pura pela empresa Merck Sharp Dohme
USA para os experimentos de dosagem hormonal e analise morfometrica-estereologica.
Para as demais metodologias utilizou-se finasterida comercial pronta para manipulagao. A
dose utilizada foi de 5mg/kg/dia (Shao et al., 1993) e a escolha da dose do medicamento
em ratos baseia-se na redugao do nivel sérico de DHT (cerca de 60%) compativel com o

observado em humanos para o tratamento de alopecia androgénica.
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3.3- Tratamento.

Para os animais dos grupos controle foi administrada a solugdo aquosa de 0,5%
de metil-celulose (solugdo diluente) durante 15 dias (C15) e 56 dias (C56). Para os
animais submetidos ao tratamento com finasterida durante 15 (F15) e 56 dias (F56) a
finasterida foi diluida em solugdo aquosa de 0,5% de metil-celulose. Foi administrado 5
mg de finasterida por kg de peso corpéreo uma vez por dia, sendo que a avaliagdo
semanal do peso foi realizada para o ajuste do volume da dose (3ml/kg) e a via de
administracao foi por gavage. Transcorrido o periodo de tratamento, amostras de sangue
foram coletadas para a dosagem sérica de hormonios (testosterona e DHT) e os animais
foram sacrificados para retirada dos érgaos a serem avaliados.

Apébs o tratamento com a solucao diluente ou finasterida, houve grupos que o
tratamento foi interrompido por 30 dias (F15 +301 e F56 +30l) e, posteriormente, os
animais foram sacrificados para coleta de amostras de sangue para a dosagem sérica de

hormonios e retirada dos 6rgaos (testosterona e DHT).

3.4- Dosagem Sérica Hormonal.

Cinco animais de cada grupo foram anestesiados com solugdo aquosa de
ketamina (80 mg/kg, intraperitonial) e xylazina (10 mg/kg, intraperitonial) e, posteriormente
foi realizada puncao cardiaca pelo ventriculo esquerdo para coleta das amostras de
sangue.

Para a puncgéo cardiaca foi utilizado seringas de 1ml contendo heparina sodica

para evitar a coagulagédo sanguinea. O sangue coletado foi centrifugado (1600g) por 20
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min a 4 °C e o plasma obtido novamente centrifugado em micro centrifuga (3000g) em
temperatura ambiente e armazenado a —80°C.

Para a testosterona foi utilizado o kit DSL ACTIVE testosterone e para a DHT
utilizadou-se o kit RIA ACTIVE DHT (Sem extracao) S/E DSL 96100. Todas as analises
foram analisadas em duplicata pelo método de radioimunoensaio (Genese Produto
Diagnéstico, Brasil) e o coeficiente de variagcéo intra-ensaio foi <8.5% para a testosterona
e <4.3 para DHT. O coeficiente inter-ensaio foi <8.7% para a testosterona e <6.4% para

DHT.

3.5- Processamento para Analise Morfométrica-estereologica e Analise Ultraestrutural.

Cinco animais de cada grupo foram anestesiados com solucdo aquosa de
ketamina (80 mg/kg, intraperitonial) e xylazina (10 mg/kg, intraperitonia) e em seguida
perfundidos, via ventriculo esquerdo, com solugdo fixadora contendo 4% de
paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido em 0,2 M de tampao fosfato (PBS), pH 7.4. Os
epididimos, testiculos, prostata e vesicula seminal foram imediatamente removidos e
pesados.

O segmento da cabega do epididimo foi dissecado com auxilio de um
estereomicroscopio (Leica Microsystems CMS GmbH, Germany), pesado e imerso na
solucao fixadora por um periodo de 24 horas. ApGs esse periodo de pés-fixacao este
segmento foi subdividido em 4 regides (R1: segmento inicial; R2: cabeca proximal; R3:
cabeca medial e R4: cabeca distal) baseado em descricdes anatdmicas e histoldgicas,

(Turner et al., 2004) conforme esquema abaixo.
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As amostras foram desidratadas em banhos crescentes de alcool e incluidas em
historesina (Historesin Embedding Kit, Leica, Germany) e, em seguida, seccionadas a 2
um espessura. Os cortes obtidos foram corados com hematoxilina-fluoxina para analise
em microscopia de luz.

Para andlise ultraestrutural em microscopia eletrénica de transmissdo, as amostras
foram lavadas em tampéao cacodilato 0,1 M e imersas em tetroxido de ésmio 1% em
cacodilato 0,1M pH 7,4 durante 1 hora a 4° C. Apds esse periodo as amostras foram
processadas seguindo os protocolos para inclusdo em Epon e ultra microtomia para

posterior analise em microscépio eletrénico de transmissdo (Moraes et al., 2004).

3.6- Analises Morfométricas-estereoldgicas.

Foram realizadas as seguintes analises:
3.6.1- Determinacdo dos pesos corpoéreos, testiculos, epididimos, préstata e vesicula

seminal (em gramas) com o auxilio de uma balanga analitica (SA 210 com precisédo de 0.1

27



mg). O peso do testiculo, prostata e vesicula seminal foi utilizado como um indicativo da
acao da finasterida, uma vez que os efeitos da finasterida nestes 6rgaos sao previamente

reportados.

3.6.1.1- Calculo da razao do peso do testiculo, epididimo, préstata e vesicula seminal pelo

peso corpéreo do animal (em gramas).

3.6.2- Determinagao dos pesos do segmento da cabega, corpo e cauda do epididimo (em

gramas) com o auxilio de uma balanga analitica (SA 210 com precisao de 0.1 mg).

3.6.2.1- Célculo da razao do peso do segmento da cabeca, corpo e cauda do epididimo

pelo peso corpdreo do animal (em gramas).

As andlises a seguir foram realizadas no material incluido em historesina
(Historesin Embedding Kit, Leica, Germany) e através da captura de imagem utilizando o
microscépio Nikon eclipse E800 acoplado a camera Cool SNAP-Pro-color - Média
Cybernetics. As imagens obtidas foram analisadas utilizando o software Image-Pro Plus

versao 4.1.0.0 para Windows 95/NT/98 - Média Cybernetics.

3.6.3- Determinacgao da altura do epitélio epididimario do segmento da cabega em log um,

através da medida de 30 secgdes transversais, escolhidas aleatoriamente em objetiva de

10x em cada uma das regides R1, R2, R3 e R4.
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3.6.4- Determinacdo da area do ducto epididimario e da area luminal do segmento da
cabeca em log pm?, através da medida de 30 seccdes tubulares transversais escolhidas

aleatoriamente na objetiva de 10x em cada uma das regides R1, R2, R3 e R4.

3.6.5- Célculo da area epitelial do ducto epididiméario em log um? através da diferenca
entre a area do ducto epididimario e luminal do tubulo epididimario (ducto epididimario —
[limen = area de epitelial do ducto epididimario) das 30 secg¢des anteriormente

determinadas em objetiva de 10x em cada uma das regides R1, R2, R3 e R4.

3.6.6- Determinagao do volume testicular e do segmento da cabega do epididimo a fresco
- V= P/G (um?®), sendo P o peso do érgdo e G a gravidade (Howard e Reed. 1998),

Lembrando que 1 g = 10° mm®.

3.6.7- Calculo do volume relativo (%) dos tecidos componentes do segmento da cabeca
do epididimo: utilizando o método de Cavalieri (Ramirez et al., 1999) em cada uma das
regides R1, R2, R3 e R4, no qual os volumes sdo determinados pela relacdo: V= Ep x At x
>p, sendo Ep a espessura do corte (2um, corte em historesina); At a area do sistema
teste e Yp a somatdria dos pontos que caem nos tecidos componentes do epididimo.
Sendo que, a area do sistema teste (At) é calculada pela distancia entre dois pontos
qualquer elevado ao quadrado e multiplicado pelo numero total de pontos do sistema.

O sistema de pontos foi gerado pelo software Image-Pro Plus versao 4.1.0.0 para
Windows 95/NT/98 - Média Cybernetics, desta forma, cria-se um reticulo contendo 100
pontos em cima da imagem e verifica-se a incidéncia destes pontos em tecidos diferentes

do érgao.
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3.7- Producdo Diaria de Espermatozoides no Testiculo, Tempo de Transito de

Espermatozoides no Epididimo, Motilidade Espermatica e Necropsia Espermatica.

Cinco animais de cada grupo foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg,
intraperitonial) e xylazina (10 mg/kg, intraperitonial) para remogao e pesagem do testiculo
direito e ambos os epididimos e ductos deferentes para a realizagdo das metodologias

descritas abaixo.

3.7.1- Producdo Diaria de Espermatozoides no Testiculo e Tempo de Transito de

Espermatozoides no Epididimo.

Tanto testiculo (a tdnica albuginea testicular foi removida) quanto o epididimo
direito (cabeca-corpo e cauda, separadamente) foram homogenados e sonicados
individualmente em tubos contendo solugdo de STM (0,9% de Nacl; 0,05% de Triton
X100, 0,01% Thimerosal) em um volume de 1 ml para cada 200 mg de tecido.

O material homogenado foi transferido para camara de Neubauer para contagem
(4 campos por animal) de espermatides no estddio 19 da espermiogénese e
espermatozoides da cabega-corpo e cauda do epididimo (Roob et al., 1978).

Para estimar a producao diaria de espermatozoide (PDE) no testiculo, o nimero
de espermatides no estadio 19 foi dividido por 6.1 (periodo que corresponde ao nimero
de dias em que as espermatides estdo presentes no epitélio seminifero).

O tempo de transito dos espermatozoides na cabega-corpo e cauda do epididimo
em dias foi estimado dividindo a média do numero total de espermatozoides
homogeneizados resistentes, dentro de cada uma dessas regides, dividido pelo PDE

(Fernandez et al., 2008).

30



3.7.2- Motilidade Espermatica.

Para a motilidade espermatica, uma aliquota de 50 ul de esperma foi obtida do
ducto deferente esquerdo e diluida em PBS na proporcao de 1:20 a 34 °C e transferida
para uma camara de motilidade (Camara de Mackler).

A amostragem foi analisada em microscépio de luz convencional (Nikon eclipse
E800 acoplado a camera Cool SNAP-Pro-color - Média Cybernetics) em objetiva de 20x.
Um campo aleat6rio foi escolhido, e os espermatozoides foram classificados em méveis e
nao moveis. A motilidade espermatica foi expressa como a porcentagem de
espermatozoides moveis por campo, ou seja, definido como o numero médio de
espermatozoides méveis x 100 / numero total de espermatozoides (Kempinas et al., 2006;

Mirkhani et al., 2007).

3.7.3- Necropsia Espermatica.

Para a avaliagdo da integridade da membrana do espermatozoide foram

realizados os seguintes testes de necropsia:

3.7.3.1- Coloragéo Eosina-Y

Na coloragéo eosina-Y (0,5% pt/vol; Merk, Chemical Co., Alemanha) foi utilizado
uma aliquota de 10 pyL de esperma diluido 1:20 em PBS 0,1 M; pH 7,2 obtido do ducto
deferente e foi realizado um esfreguaco em |amina histolégica. A seguir foi adicionado 10
uL do corante eosina Y e a amostragem foi analisada em microscépio de luz convencional

(Nikon eclipse E800 acoplado a camera Cool SNAP-Pro-color - Média Cybernetics) em
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objetiva de 40x. Um total de 200 espermatozoides foi contado para avaliacdo da vitalidade

dos espermatozoides (Talebi et al, 2007; Kermanil-Alghoraishi et al., 2010).

3.7.3.2- Teste de Hipoosmolaridade (HOS)

Para o teste HOS foi utilizado uma aliquota de 10 pL de esperma diluido 1:20 em
PBS 0,1 M; pH 7,2 obtido do ducto deferente e aplicada em lamina histolégica. Em
seguida foi adicionado 100 ul de solugdo hiposmolar quente (7.35 g de citrato de sodio
hidratado e 1.351¢g frutose em 100 ml de agua destilada). A amostragem foi incubada 37
2C durante 45 minutos e analisada em microscopio de luz convencional (Nikon eclipse
E800 acoplado a camera Cool SNAP-Pro-color - Média Cybernetics) em objetiva de 40x.
Um total de 200 espermatozoides foi avaliado com base na semi-permeabilidade da
membrana plasmatica, sendo calculada a porcentagem de espermatozoides vivos (Talebi

et al., 2007; Kermani-Alghoraishi et al., 2010).

3.8 — Acasalamento Natural

Cinco animais de cada grupo foram utilizados para o acasalamento natural. Duas
fémeas, separadamente, foram acasaladas com cada um dos machos, totalizando 10
fémeas por grupo.

O periodo fértil das fémeas foi determinado através de esfregaco vaginal e
avaliacao e caracterizacao de cada fase do ciclo estral foi baseada na proporcao entre os
trés tipos de células observadas no esfregaco vaginal: células epiteliais, células

cornificadas e leucocitos em microscopia de luz convencional (Plapinger, 1982).
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A confirmacdo da gestacao foi realizada pela identificacdo do tampao vaginal,
sendo este dia considerado o 1° dia de gestacdo. No 20° dia de gestagéo, as fémeas
foram anestesiadas com solugdo aquosa de ketamina (80 mg/kg, i.p.),e xylazina (10
mg/kg, i.p.) e o Utero e ovarios foram expostos através de uma laparotomia. O numero de
implantagbes, os locais de reabsor¢do, o numero de fetos vivos e corpos luteos foram

contados para avaliagao dos parametros de fertilidade (Motrich et al., 2007).

3.9- Inseminacéo Artificial Intra Utero.

A inseminacéo artificial intra utero foi realizada somente nos grupos submetidos ao
tratamento crénico.

Fémeas Sprague Dawley em estro induzido foram acondicionadas, durante 1 hora,
com machos previamente vasectomizados e aquelas que apresentaram receptivas ao
acasalamento (exibicao de lordose) foram selecionadas para inseminagao artificial intra
utero.

Foram utilizados 5 machos de cada grupo e os espermatozoides para esta técnica
foram obtidos por dispersdo da por¢ao caudal do epididimo em 2 mL de meio de cultura
HTF (Fluido tubario humano, Irvine Scientific, USA) como previamente descrito (Scarano
et al., 2006). Apds 5 minutos de dispersdao, uma aliquota desse meio de cultura rico em
espermatozoide foi diluida em 1;10 de solugao fixadora (10% de formalina em PBS 0,1 M;
pH 7,2) para contagem em camara de Newbauer para estimar o volume contendo 5x10°
espermatozoides a serem injetados em cada corno uterino.

Um total de 33 fémeas foram inseminadas, correspondendo a 11 fémeas para

cada grupo. Todas as fémeas no momento da inseminagdo foram anestesiadas com
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solucéo aquosa de ketamina (80 mg/kg, i.p.),e xylazina (10 mg/kg, i.p.) e a bifurcacéo dos
cérnos uterinos foi exposta por uma incisdo médio ventral.

Pequenos férceps foram utilizados para elevar os cornos uterinos enquanto o
volume de ejaculado (volume contendo 5x10° espermatozoides) foi injetado pela parede
do corno uterino na luz uterina através de um cateter e uma seringa de 1.0 mL.

Cada ponto de inseminagcdo foi imediatamente cauterizado e quando o
procedimento foi finalizado a parede muscular da cavidade abdominal foi suturada. As
fémeas foram sacrificadas 20 dias apds o procedimento para coleta do Utero e ovarios e

avaliag@o dos parametros de fertilidade.

3.10- Parametros de Fertilidade

O numero de corpos luteos foi determinado por visualizagao direta com o auxilio
de um microscopio estereoscopio (Olympus — SZX-ILL B2-100, Germany), sendo
esperada a sua correspondéncia ao numero de fetos e o nimero de implantagdes, os
locais de reabsor¢ao, o numero de fetos vivos foram observados.

Foram determinados os seguintes parametros de fertilidade: Taxa gestacional:
numero de fémeas prenhes/nimero de fémeas expostas aos ratos x 100; Fecundidade:
numero de ratos que produziram pelo menos um feto vivo/nimero de ratos expostos ao
acasamento x 100; indice de fertilidade: nimero de sitios de implantagdo/nimero de
cérpos luteos x 100; Perdas pré-implantacionais: numero de corpos luteos - numero de
implantacées/niumero de corpos luteos x 100; Perdas pds-implantacionais: nimero de
implantacées — numero de fetos vivos/nimero de implantacées x 100 (Piffer e Pereira,

2004; Kempinas et al., 2007; Motrich et al., 2007)

34



Para a inseminacgao artificial intra-utero foram avaliados os seguintes parametros
de fertilidade: Taxa gestacional: numero de fémeas prenhes/nimero de fémeas
inseminadas x 100; potencial de fertilidade (eficiéncia de implantagdo): numero de
implantagées/niumero de corpos luteos x 100 (Fernades et al., 2007; Fernandez et al.,

2008).

3.11- Forma de Anélise dos Resultados

Os resultados foram expressos em Média + SD. A distribuicdo normal dos dados
foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov. One-way ANOVA seguido de
Tukey ou de Bonferroni post-hoc foi utilizado para os dados paramétricos, Kruskal Wallis
seguido pelo teste de Dunn post-hoc foi utilizado para dados nao paramétricos e o teste
do qui-quadrado foi utilizado para variaveis categoricas dependentes. O nivel de
significancia foi de 5% (p<0.05). Todas as analises de dados foram realizadas utilizando

GraphPad Prism software v.5 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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4- RESULTADOS

Para algumas andlises, o Grupo C56 (116 dias pds-parto) foi utilizado como um
controle adicional para o Grupo F15 + 30I, devido a semelhanca de idade no dia do

sacrificio. .

4.1- Peso Corpdreo dos Animais

4.1.1- Tratamento Agudo

O Grupo F15 (tratados com finasterida durante 15 dias) nao apresentou diferenca
significativa no peso corpéreo em comparagcao ao C15 (animais tratados durante 15 dias
com solucao diluente). Houve um aumento significativo no peso corpéreo do Grupo F15 +
30l (tratados com finasterida durante 15 dias e interrupg¢ao do tratamento por 30 dias) em
comparagao aos grupos C15 e F15. Contudo, ndo houve diferenca significativa no peso
corpéreo entre os Grupos F15 + 30l e C56 (animais tratados durante 56 dias com solugao
diluente), Figura 1 A. Dessa forma, houve um ganho progressivo de peso desses animais

no decorrer dos tratamentos e com o avango da idade.
4.1.2- Tratamento Crénico

Nao houve diferenga significativa no peso corpéreo dos animais
submetidos ao tratamento crénico, Figura 1B. Dessa forma, houve um ganho progressivo

de peso desses animais no decorrer dos tratamentos e com o0 avango da idade.

4.2- Dosagem Sérica de Testosterona (T) e Dihidrotestosterona (DHT)
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4.2.1- Tratamento Agudo

O nivel sérico de T de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias)
apresentou uma reducgéo significativa (reducéo de 66%) em comparacao a C15 (animais
tratados durante 15 dias com a solugdo diluente). Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre o C15 e F15 + 30l (animais tratados com finasterida durante 15 dias e
interrupcao do tratamento por 30 dias) e ndo houve diferencga significativa entre F15 + 30I
e C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao diluente), Figura 2 A.

Os niveis séricos de DHT de F15 (animais tratados com finasterida durante 15
dias) e F15 + 30l (animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgao do
tratamento por 30 dias) foram significativamente reduzidos (reducdo de 80%) em
comparacao ao C15 (animais tratados durante 15 dias com solucao diluente). Nao houve
diferenca significativa entre os F15 + 30l e C56 (animais tratados durante 56 dias com

solucao diluente), Figura 2 B.

4.2.2- Tratamento Crénico

O nivel sérico de T de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias)
apresentou significativo aumento em comparacdo ao C56 (animais tratados durante 56
dias com solugéo diluente). Nao houve diferenga significativa entre os F56 e F56 + 30I
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrup¢ao do tratamento por 30 dias)
e nao houve diferenca significativa entre os C56 e F56 + 30I, Figura 2C.

O nivel sérico de DHT de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias)
foi significativamente reduzido em comparagdo C56 (animais tratados durante 56 dias

com solugao diluente). Houve uma redugao de cerca de 60% dos niveis séricos de DHT
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em F56 em comparacao a C56, além disso, ndo houve diferenca significativa entre C56 e
F56 +30I (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrup¢ao do tratamento

por 30 dias), Figura 2 D.

4.3- Razdo do Peso dos Orgdos pelo Peso Corpdreo

4.3.1- Testiculo

4.3.1.1- Tratamento Agudo

Nao houve diferenca significativa na razao do peso do testiculo pelo peso corpéreo
de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias) em comparacédo a C15 (animais
tratados durante 15 dias com solugcdo diluente) e F15 +30!l (animais tratados com
finasterida durante 15 dias e interrupgcéo do tratamento por 30 dias). Nao houve diferenca
significativa entre o F15 +301 e C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao

diluente), Figura 3 A.

4.3.1.2- Tratamento Crénico

Nao houve diferenca significativa na razdo do peso do testiculo pelo peso
corpéreo de F56 (tratados com finasterida durante 56 dias) em comparacao a C56
(animais tratados durante 56 dias com solugao diluente) e F56 + 30I (tratados finasterida
durante 56 dias e interrupcdo do tratamento por 30 dias). Nao houve diferenca

significativa entre F56 + 301 e C56, Figura 3 B.
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4.3.2- Prostata

4.3.2.1- Tratamento Agudo

Houve significativa reducao da razao do peso da préstata pelo peso corpéreo de
F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias) em comparacado a C15 (animais
tratados durante 15 dias com solugéo diluente), houve uma redugao de 49%, Figura 3 C.

Houve um significativo aumento da razao do peso da prostata pelo peso corpéreo
de F15 + 30l (animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgao do
tratamento por 30 dias) em comparacdo a C15 e F15, contudo, ndo houve diferenca
significativa entre F15 + 30 | e C56 (animais tratados durante 56 dias com solucéo

diluente), Figura 3 C.

4.3.2.2- Tratamento Crénico

Houve significativa reducao da razado do peso da préstata pelo peso corpéreo de

F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em comparagao ao C56 (animais

tratados durante 56 dias com solugao diluente), houve uma reducgéo de 59%, Figura 3 D.

Nao houve diferenca significativa entre os C56 e F56 + 30! (tratados com finasterida

durante 56 dias e interrupgao do tratamento por 30 dias), Figura 3 D.

4.3.3- Vesicula Seminal

4.3.3.1- Tratamento Agudo.

39



Houve significativa redugdo da razao do peso da vesicula seminal pelo peso
corpéreo de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias) em comparagéo a
C15 (animais tratados durante 15 dias com solugao diluente), houve uma reducéo de
56%, Figura 3 E. Houve um significativo aumento na razdo do peso da vesicula seminal
pelo peso corpéreo do F15 +301 (animais tratados com finasterida durante 15 dias e
interrupcéo do tratamento por 30 dias) em comparagéo a C15 e F15, contudo, n&o houve
diferenca significativa entre F15 + 30l e C56 (animais tratados durante 56 dias com

solugéo diluente), Figura 3 E.

4.3.3.2- Tratamento Crénico.

Houve uma significativa reducao da razao do peso da vesicula seminal pelo peso
corpéreo de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em comparagao a
C56 (animais tratados durante 56 dias com solugao diluente), houve uma reducao de
60%, Figura 3 F. Nao houve diferenca significativa entre C56 e F56 + 30l (animais
tratados com finasterida durante 56 dias e interrupcao do tratamento por 30 dias), Figura

3 F.

4.3.4- Epididimo e Regides (Segmento Inicial + Cabega, Corpo e Cauda).

4.3.4.1- Tratamento Agudo — Epididimo

Nao houve diferenca significativa da razdo do peso do epididimo pelo peso

corpéreo de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias) em comparagéo ao

C15 (animais tratados durante 15 dias com solucdo diluente) e F15 + 30l (animais
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tratados com finasterida durante 15 dias e interrupcao do tratamento por 30 dias). Nao
houve diferenca significativa do peso do epididimo entre F15 +301 e C56 (animais tratados

durante 56 dias com solug&o), Figura 4 A.

4.3.4.2- Tratamento Agudo - Segmento Inicial + Cabega do Epididimo.

Nao houve diferenca significativa da razdo do peso do segmento inicial + cabega
do epididimo pelo peso corpéreo de F15 (animais tratados com finasterida durante 15
dias) em comparagado a C15 (animais tratados durante 15 dias com solugao diluente).
Houve um significativo aumento na razdo do peso do segmento inicial +cabeca do
epididimo pelo peso corpéreo do F15 +30I (animais tratados com finasterida durante 15
dias e interrupcéo do tratamento por 30 dias) em comparacédo a C15 e F15. Contudo, ndo
houve diferenga significativa entre F15 + 301 e C56 (animais tratados durante 56 dias com

solucéo diluente), Figura 4 B.

4.3.4.3- Tratamento Agudo - Segmento do Corpo do Epididimo.

Nao houve diferenga significativa na razdo do peso do corpo do epididimo pelo

peso corpdreo nos grupos analisados, Figura 4 C.

4.3.4.4- Tratamento Agudo - Segmento da Cauda do Epididimo.

Nao houve diferenca significativa da razao do peso da cauda do epididimo pelo
peso corpéreo de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias) em comparagao

a C15 (animais tratados durante 15 dias com solucao diluente). Houve um significativo
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aumento na razao do peso do segmento inicial +cabeca do epididimo pelo peso corpéreo
do F15 +30I (animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgéao do tratamento
por 30 dias) em comparacao a C15 e F15. Contudo, nao houve diferenca significativa
entre F15 + 30l e C56 (animais tratados durante 56 dias com solugéo diluente), Figura 4

D.

4.3.4.5- Tratamento Crénico — Epididimo

Houve significativa redug¢ado da razéo do peso do epididimo pelo peso corpéreo de

F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em comparagédo a C56 (animais

tratados durante 56 dias com solucao diluente) e F56 + 30l (animais tratados com

finasterida durante 56 dias e interrupcao do tratamento por 30 dias), houve uma reducéo

de 12%, Figura 5 A.

4.3.4.6- Tratamento Crénico - Segmento Inicial + Cabega do Epididimo.

Nao houve diferenca significativa na razdo do peso do segmento inicial + cabeca

do epididimo pelo peso corpéreo nos grupos analisados, Figura 5 B.

4.3.4.7- Tratamento Crénico - Segmento do Corpo do Epididimo.

Nao houve diferenga significativa na razdo do peso do corpo do epididimo pelo

peso corpdreo nos grupos analisados, Figura 5 C.
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4.3.4.8- Tratamento Crénico - Segmento da Cauda do Epididimo.

Nao houve diferenga significativa na razao do peso do corpo do epididimo pelo

peso corpdreo nos grupos analisados, Figura 5 D.

4.4- Andlise Histolégica

4.4.1- Segmento Inicial do Epididimo (R1) - Essa regido € caracterizada por um epitélio
celular alto e pseudoestratificado com pouca diferenca morfolégica entre as células que
compdem o epitélio (células principais, apicais, basais). O didmetro do [limen é pequeno e
apresenta uma pequena quantidade de espermatozoides. Nao foram observadas

alteracdes histologicas em nenhum grupo analisado, Figura 6 A-C; Figura 7 A-C.

4.4.2- Regido Proximal da Cabega do Epididimo (R2)- Essa regiao é caracterizada por um
epitélio colunar pseudoestratificado com diferenciacao celular evidente (células principais,
basais e apicais). O lumen apresenta quantidade de espermatozoides superior ao
segmento inicial. Os grupos submetidos ao tratamento agudo e crénico com finasterida
apresentaram as mesmas caracteristicas histolégicas dos grupos controles e interrupgao
do tratamento. Contudo, houve reducao na altura do epitélio secretor do grupo tratado
cronicamente com finasterida em comparacao ao grupo controle e interrupgdo do

tratamento, Figura 6 D-F; Figura 7 D-F.

4.4.3- Regido Medial da Cabeca do Epididimo (R3) — Essa regido é caracterizada por um
epitélio secretor baixo, em relacdo a R1 e R2, mantendo a caracteristica de epitélio

colunar pseudoestratificado. O lumen é maior com uma concentracdo maior de
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espermatozoides. Nao houve nenhuma diferencga visivel nesta regiao em decorréncia ao

tratamento com finasterida e interrupcao do tratamento, Figura 6 G-I; Figura 7 G-1.

4.4.4- Regido distal da cabeca do epididimo (R4) — Essa regiao caracteriza-se por
reducao da altura do epitélio colunar pseudoestratificado, em relacdo a R1, R2, R3 e,
amplo lumen contendo alta concentragcdo de espermatozoides. Ndo foi observada
nenhuma alteragdo histolégica nos grupos submetidos ao tratamento agudo e crdnico,

Figura 6 J-L; Figura 7 J-L.

O tecido intersticial (Tl) ndo apresentou nenhuma alteracao histolégica visivel em

nenhuma regiao dos grupos analisados.

4.5- Andlise Ultraestrutural

4.5.1- Tratamento Agudo

Nao foram observadas alteracdes ultraestruturais nos animais submetidos ao
tratamento agudo, Figura 8 A-L. As eletromicrografias mostraram nucleos distribuidos em
diferentes niveis ao longo do epitélio secretor da regido da cabega do epididimo,
caracterizando as células principais (p) e basais (b), Figura 8 A-C. As organelas estao
dispostas de maneira supranuclear com reticulo endoplasmatico rugoso (RER) bem
desenvolvido, Complexo de Golgi (CG) evidente com desprendimento de granulos de
secrecao (GS) e muitas mitocondrias (M), Figura 8 D-F. Foi observado em F15 (animais
tratados com finasterida durante 15 dias) e F15 + 30l (animais tratados com finasterida

durante 15 dias e interrupgcdo do tratamento por 30 dias) estruturas eletrodensas
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denominadas fagossomos (F), esses fagossomos sdao mais visiveis em F15, Figura 8 E e
I.As jungdes celulares (JC) apresentam-se integras em todos os grupos, desta forma, a
manutencao da barreira lumen-estroma é mantida, Figura 8 G-l. Os estereocilios (ES) e
as estruturas do axonema do flagelo dos espermatozoides (A) ndo sofreram nenhuma

alteracao ultraestrutural em nenhum dos grupos analisados, Figura 8 J-L.

4.5.2- Tratamento Crénico

Foi observada a presenga de células principais (p) e basais (b) no epitélio secretor
do segmento da cabeca do epididimo, além disso, foi observada uma evidente diminuigao
na altura desse epitélio no F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em
comparacao a C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao diluente) e F56 + 30I
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrup¢cado do tratamento por 30
dias), Figura 9 A-C.

As organelas estdo dispostas de maneira supranuclear com reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e Complexo de Golgi (CG) bem desenvolvido, Figura 9 D-
F. Adicionalmente foi observado a presenca de muitas mitocéndrias (M), fagossomos (F)
e granulos de secrecao (GS), principalmente em F56, Figura 9 E-F. Nao houve alteragéo
nas jungdes celulares (JC), desta forma, mantevesse a barreira limen-estroma integra,
Figura 9 G-I e nos estereocilios (ES) e no axonema (A) dos flagelos dos espermatozoides

em nenhum dos grupos analisados, Figura 9 J-L.

4.6- Analise Morfométrica

4.6.1- Tratamento Agudo
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O tratamento agudo ndo provocou alteracdo morfométrica em nenhuma regido do

segmento da cabega do epididimo, Tabela 1.

4.6.2- Tratamento Crénico - Regido do Proximal da Cabeca (R2).

As andlises morfométricas realizadas neste estudo mostram que apenas a regiao
proximal da cabeca do epididimo (R2), no tratamento crbnico, mostrou alteracoes
morfométricas.

Houve uma significativa reducao da altura, area total e area epitelial do ducto
epidimério de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em comparacao a
C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao diluente). Observou-se uma
recuperacao destes parametros no F56 + 30l (animais tratados com finasterida durante 56
dias e interrupgéo do tratamento por 30 dias) ndo havendo diferenga significativa entre os
C56 e F56 +30I, Figura 6 A-C.

Houve um significativo aumento da area luminal do ducto epididimario em F56
(animais tratados com finasterida durante 56 dias) e F56 + 30l (animais tratados com
finasterida durante 56 dias e interrupgao do por 30 dias) em comparagao ao C56 (animais
tratados durante 56 dias com solugao diluente). Nao houve diferenca significativa entre

F56 e F56 +30I, Tabela 2.

4.7- Analise Estereologica

4.7.1- Tratamento agudo
O tratamento agudo nao provocou alteragdo estereoldégica em nenhuma regiao do

segmento da cabega do epididimo, Tabela 3.
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4.7.2- Tratamento Crénico — Regido do Proximal da Cabeca (R2).

As andlises estereoldgicas realizadas neste estudo mostram que apenas a regiao
proximal da cabeca do epididimo (R2), no tratamento crbnico, mostrou alteracdes
estereoldgicas.

Houve uma significativa redugéo do volume do epididimo e volume do segmento
da cabec¢a do epididimo de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) em
comparagao a C56 (animais tratados durante 56 dias com solugao diluente) e F56 + 30i
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrup¢cdo do tratamento por 30
dias), ndao houve diferenca significativa entre C56 e F56, Tabela 4.

Nao houve diferenga significativa no volume do ducto epididimario em nenhum dos
grupos analisados, Tabela 4.

Houve uma significativa reducao do volume epitelial do ducto epididimario de F56
(animais tratados com finasterida durante 56 dias) em comparacdo a C56 (animais
tratados durante 56 dias com solugao diluente). Nao houve diferenga significativa entre os
C56 e F56 +30I (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgdo do
tratamento por 30 dias), Tabela 4.

Houve um significativo aumento do volume do lumen do ducto epididimério de F56
(tratados com finasterida durante 56 dias) em comparagdo a C56 (animais tratados
durante 56 dias com solucao diluente). Nao houve diferenca significativa entre C56 e F56
+ 30! (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupcéo do tratamento por 30

dias), Tabela 4.
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4.8- Produgdo Diaria de Espermatozoides no Testiculo e Transito Diario de

Espermatozoides no Epididimo.

4.8.1-Tratamento Agudo.

O tratamento agudo ndo provocou alteracdo na producdo diaria de
espermatozoides, Tablea 5.
N&ao houve alteragdo no tempo de transito dos espermatozoides nos segmentos

cabega-corpo e cauda do epididimo nos grupos, Tabela 5.

4.8.2 - Tratamento Crénico.

O tratamento croénico nao provocou alteracdo na producdo diaria de
espermatozoides Tablea 6.

Houve significativa reducéo no tempo do transito diario dos espermatozoides nos
segmentos da cabeca-corpo e cauda de F56 (animais tratados com finasterida durante 56
dias) e F56 + 30l (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgao do
tratamento por 30 dias) em comparagdo a C56 (animais tratados durante 56 dias com
solugéo diluente), indicando um aumento da velocidade de passagem do espermatozoide
nestes segmentos, Tabela 6.

Houve significativa diferenca no tempo de transito diario dos espermatozoides nos
segmentos da cabeca-corpo entre F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias)
e F56 + 30l (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupcéo do tratamento
por 30 dias), contudo ndo houve diferenca significativa no tempo de transito diario dos

espermatozoides no segmento cauda, Tabela 6.
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4.9- Motilidade Espermatica

4.9.1-Tratamento Agudo

Nao houve diferenca estatistica na motilidade dos espermatozoides no testiculo

nos grupos analisados, Tabela 5.

4.9.2-Tratamento Crénico

Houve significativa reducao na motilidade dos espermatozoides de F56 (animais
tratados com finasterida durante 56 dias) e F56 + 30l (animais tratados com finasterida
durante 56 dias e interrupcao do tratamento por 30 dias) em comparacao a C56 (animais
tratados durante 56 dias com solucdo diluente). Nao houve diferenca significativa entre

F56 e F56 + 30I, Tabela 6.

4.10- Testes de Necropsia

4.10.1-Tratamento Agudo

Houve significativa redugdo na integridade da membrana dos espermatozoides

pela coloragdo Eosina Y de F15 + 30l (animais tratados com finasterida durante 15 dias e

interupcao do tratamento por 30 dias) em comparacdo C15 (animais tratados durante 15

dias com a solucao diluente) e F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias).

Houve diferenca estatistica entre F15 e F15 + 30I, Tabela 5.
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Houve significativa reducao na integridade da membrana dos espermatozoides
pelo teste de Hiposmolaridade de F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias)
e F15 + 30l (animais tratados com finasterida durante 15 dias e interupgao do tratamento
por 30 dias) em comparacao C15 (animais tratados durante 15 dias com a solugao

diluente). Nao houve diferenga significativa entre F15 e F15 + 30I, Tabela 5.

4.10.2- Tratamento Crénico

Houve significativa redugao na integridade da membrana dos espermatozoides na
coloracao Eosina Y de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias) e F56 + 30l
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrup¢ao do tratamento por 30 dias)
em comparacado a C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao diluente). Houve
diferenca significativa entre F56 e F56 + 30I, Tabela 6.

Houve significativa redugdo na integridade da membrana dos espermatozoides
pelo teste de Hiposmolaridade de F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias)
e F56 + 30l (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgao do tratamento
por 30 dias) em comparacao a C56 (animais tratados durante 56 dias com solucao

diluente). Houve diferenca significativa entre F56 e F56 + 30I, Tabela 6.

4.11- Pardmetros de Fertilidade

4.11.1- Tratamento Agudo — Acasalamento Natural

Nao houve diferenga estatistica na taxa gestacional, no indeice de fecundidade e

no potencial de fertilidade nos grupos analisados, Tabela 5.
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Nao houve diferenca significativa nas perdas pré e pds-implantacionais de F15
(animais tratados com finasterida durante 15 dias) e F15 + 30l (animais tratados com
finasterida durante 15 dias interrupgao do tratamento por 30 dias) em comparagao a C15

(animais tratados durante 15 dias com solugao diluente), Tabela 5.

4.11.2- Tratamento Crénico — Acasalamento Natural e Inseminagao Artificial Intra Utero.

No acasalamento natural, ndo houve diferenca estatistica na taxa gestacional e no
indice de fecundidade dos grupos analisados, Tabela 6.

Houve reducéo significativa do potencial de fertilidade de F56 (animais tratados
com finasterida durante 56 dias) comparado a C56 (animais tratados durante 56 dias com
solucéo diluente). Nao houve diferenca significativa entre F56 e F56 + 30l (animais
tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgao do tratamento por 30 dias), Tabela
6.

Nao houve diferenca significativa nas perdas pré-implantaionais entre os grupos
analisados embora haja um evidente aumento na taxa de perdas pré-implantacionais em
F56 e F56 + 30I, Tabela 6.

Houve um significativo aumento nas perdas pds-implantacionais de F56 e F56 +
30l em comparagdo a C56. Nao houve diferenca significativa entre F56 e 56 + 30I,
Tabela 6.

Na inseminacdo artificial intra Gtero, ndo houve diferenca significativa na taxa
gestacional dos grupos analisados, contudo, houve uma evidente reducdo na taxa
gestacional em F56 e F56 + 30l. Houve uma significativa reducdo no Potencial de
Fertilidade de F56 e F56 + 301 em comparacao a C56. Nao houve diferenga significativa

entre F56 e F56 + 301, Tabela 6.
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5- DISCUSSAO

A finasterida € um medicamento amplamente utilizado no controle de disturbios
associados aos elevados niveis de DHT, como hiperplasia benigna e cancer de prostata,
acne e alopecia androgénica (Bilinska et al., 2007; Camacho 2009; Chiba et al., 2011).
Sabe-se que a finasterida ndo tem nenhuma afinidade pelos receptores dos andrégenos e
nao desempenha nenhuma atividade androgénica, anti-androgénica, esterogénica, anti-
esterogénica ou atividade semelhante a progesterona (Sudduth e Koronkwski, 1993), bem
como nao ha relatos experimentais e clinicos que associam a utilizacdo de finasterida e
alteracbes na metabolizacado de lipideos e carboidratos (Robaire e Henderson, 2005;
Bilinska et al., 2007; Rosen et al., 2008). Dessa forma, o progressivo ganho de peso dos
animais utilizados neste estudo esta de acordo com o esperado.

A variabilidade dos niveis séricos de T e DHT observada nos animais controles
devem-se a faixa etaria correspondente a cada um desses grupos em associacao ao
periodo de tratamento, ou seja, 75 dias pds parto e 116 dias pos parto (60 dias pds parto
+ 15 ou 56 dias de tratamento). Assim, foi oservado no tratamento agudo, valores
hormonais séricos de animais puberes (75 dias poés-parto) e no tratamento cronico,
valores séricos hormonais de animais adultos (116 dias pds-parto). Essa variabilidade dos
niveis séricos dos andrégenos em associacao ao envelhecimento tem sido relatada como
uma condigdo natural ao amadurecimento sexual sendo bem retratado em roedores
(Robaire e Henderson, 2006) e em humanos (Araujo e Wittert, 2011). Este fato decorre de
diferentes estagios de maturidade sexual desses animais, como relatado em outros
trabalhos que também reportaram o uso de finasterida (Cukieski et al., 1991, Ma et al.,

2004; Sun et al., 2008; Cayette et al., 2006).
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Os niveis séricos de DHT, nos animais submetidos ao tratamento com finasterida,
confirmam a atividade inibitéria desse medicamento na conversdo da T em DHT. Assim,
ha uma redugdo significativa dos niveis séricos de DHT como esperado e reportado
previamente (Steers et al., 2001; Robaire e Henderson, 2005; Rosen et al., 2008; Corradi
et al., 2009). Além disso, o percentual de reducdo de DHT sérica no grupo tratado
cronicamente é comparavel ao percentual de redugédo de DHT observada em homens
submetidos ao tratamento de alopecia androgénica com finasterida onde os niveis de
DHT sao reduzidos entre 60-70% dos valores controles (Camacho et al., 2008, Camacho,
2009). Este fato permitiu identificar os efeitos que a baixa concentracao sérica de DHT
desencadea no epididimo e sugere que alteracde similares possam ocorrer em humanos;
uma vez que neste estudo e no uso clinico da finasterida para o tratamento da alopecia
androgénica, ambas as condicdes estdo sob a mesma porcentagem de reducdo de DHT
(Steers, 2001; Bilinska et al, 2007; Chiba et al., 2011).

Com relagao a razao do peso dos 6rgaos pelo peso corpéreo, a ndo variabilidade
da razao do peso dos testiculos frente a variagdo dos niveis séricos de T e DHT, em
decorréncia ao tratamento com finasterida, foi previamente reportada em ratos do género
Wistar tratados com 2 mg/kg/dia de finasterida durante 10 meses (Rhoden et al., 2002),
ratos da espécie Sprague Dawley tratados durante 28 dias com diferentes doses de
finasterida (Cayette et al., 2006) e ratos do género Wistar tratados com 5 mg/kg/dia
durante 56 dias (Kolasa et al., 2008). Pelas descrigdes apresentadas acima, os resultados
do peso testicular sdo condizentes com a literatura pertinente.

A razdo do peso do epididimo pelo peso corpéreo e de seus segmentos nos
grupos experimentais (agudo e crénico) indica que, frente a deplecao parcial de DHT, o
epididimo apresenta uma menor sensibilidade as variagbes séricas de andrégenos em

comparagao a atrofia observada na préstata e vesicula seminal. A redugéo da razdo dos
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pesos do epididimo, préstata e vesicula seminal observado nesse estudo assemelha-se a
resultados previamente reportados sobre 0 peso desses 6rgdos em razao do tratamento
dos animais com finasterida (Cayette et al., 2006; Kolasa et al., 2008). Segundo Sterrs et
al., 2001 e Delella et al., 2009, a maior redugédo no peso da préstata e vesicula seminal,
em comparacao ao testiculo e epididimo, deve-se particularmente a maior dependéncia
daqueles por DHT em seu crescimento, manutengdo e homeostasia.

O epididimo € dividido em 3 segmentos anatdbmicos: cabega (com segmento
inicial), corpo e cauda, contudo, recentes relatos em roedores retratam que cada uma
dessas regides € composta por segmentos inter-regionais ou lébulos que sdo separados
por septos de tecido conjuntivo (Reid e Cleland, 1957; Abu-Haila e Fain-Maurel, 1984). A
técnicas de microdisseccdo em epididimos de camundongos (Turner et al., 2004;
Johnston et al., 2005) e ratos (Jelinsky et al., 2007) demonstraram que os septos de
tecido conjuntivo estabelecem limites Unicos e especificos no que diz respeito a
expressao génica, producdo e secrecdo de proteinas e fatores paracrinos de acao
epitelial (Turner et al., 2004; Johnston et al., 2005; Jelinsky et al., 2007).

Dentre os segmentos do epididimo, o segmento inicial e a cabega apresentam
uma maior dependéncia de DHT e uma maior sensibilidade a variacdo sérica desse
andrégeno em relacdo aos demais segmentos. Além disso, histologicamente houve uma
visivel reducdo na altura do epitélio secretor da regiao proximal da cabega do epididimo
(R2) nos animais tratados cronicamente, alteragdo que se comprovou com a analise
ultraestrutural e as andlises morfométricas e estereoldgicas da referida regiao.

O fato da reducéo da altura do epitélio epididimario, devido ao tratamento com
finasterida, estar localizado em uma regido tdo bem delimitada (R2) no segmento da
cabeca do epididimo pode ser correlacionado a estudos que demonstram que a

finasterida reduz o tamanho da préstata, por reduzir os niveis intra-prostaticos de DHT
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consequentemente reduzindo o efeito estimulante do andrégeno na reposigao celular do
epitélio secretor e diminuindo o efeito protetor dessas células contra a apoptose. Estes
fendbmenos em conjunto resultam na diminui¢cdo progressiva da funcionalidade das células
epiteliais e aumenta a taxa de morte celular (Tindall et al., 2008; Corradi et al., 2009).

Sendo assim sugere-se que esta regiao R2 no segmento da cabega do epididimo,
sob a reducdo dos niveis séricos de DHT, pode seguir os mesmos mecanismos
observados na préstata, uma vez que as células epiteliais do segmento da cabega do
epididimo dependem significativamente da atuacdo e estimulagdo de androgenos,
principalmente DHT. E descrito que cerca de 75% das proteinas que participam da
maturacao epididimaria sdo secretadas nas regides iniciais deste ducto (segmento inicial
e cabeca do epididimo) e 48% dessas proteinas sao dependentes de DHT (Syntin et al.,
1999, Robaire et al., 2000; Toshimori, 2003; Dacheux et al., 2005) e essenciais ao
processo de fecundagao natural (Robaire et al., 2000).

Corroborando com os resultados do presente estudo, no que diz respeito a
regionalizacao da sensibilidade do epididimo a deplecao parcial de DHT e, baseado no
perfil de expressdo génica regional do epididimo, alguns segmentos epididimarios
parecem se comportar como diferentes unidades funcionais (Kirchhoff, 2002; Johnston et
al., 2005; Jelinsky et al., 2007).

Sendo assim, sugere-se que a resposta frente a deplecao parcial de DHT na
regido da cabega proximal do epididimo seja em decorréncia dessa regido corresponder
uma unidade funcional que apresenta uma maior suscetibilidade e resposta a reducéao dos
niveis séricos de DHT podendo comprometer a secrecdo de proteinas que sao
importantes para o processo de maturacdo do espermatozoide e fertilidade masculina

(Sterrs, 2001, Chiba et al., 2011, Fiu et al., 2011).
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A recuperacdo dos parametros morfométricos e estereolégicos analisados para
essa regiao, apds a interrupgcdo do tratamento com finasterida, foi significativa e
semelhante aos valores encontrados no grupo controle indicando que essa recuperagao
decorre da normalizagdo dos niveis séricos de DHT, como reportado para o peso do
epididimo (Cayette et al., 2006; Kolasa et al., 2008). Nossos resultados morfométricos e
estereologicos sao inéditos, principalmente no que diz respeito a identificagdo da regiao
proximal da cabec¢a do epididimo como mais susceptivel a deple¢ao de DHT.

Contudo, nem todos os parametros morfométricos e estereoldgicos sao
recuperados totalmente apoés a interrupgao do tratamento com finasterida. Este fato pode
ser em decorréncia do intervalo de tempo (30 dias) utilizado para a interrupcao do
tratamento. Para a completa recuperacao dos parametros analisados pode ser necessario
um tempo superior a 30 dias ou alternativamente esses parametros nao sejam passiveis
de recuperacao total e comprometam significativamente a qualidade do espermatozoide e
a fertilidade masculina de forma definitiva.

Com relacdo ao tempo de transito do espermatozoide, sabe-se que o epididimo
possui uma inervagdo autbnoma proveniente do plexo mesentério inferior e ganglios
pélvicos (Ricker, 1998). Essa inervagao simpatica controla a musculatura lisa existente no
ducto epididimario em todos os diferentes segmentos e, fatores como a temperatura
(Caballed e Saling, 1997), entotelina 1 cGMP (Mewe et al., 2006), prostaglandinas
(Cosentino et al., 1984), T e DHT (Kempinas et al., 1998; Fernadez et al., 2008) interferem
na atividade contratil dessa musculatura. Dessa forma, alteracdes nesses fatores, como a
reducdo dos niveis séricos de DHT justificam a reducdo do tempo de transito do
espermatozoide e a aceleragao da passagem do mesmo pelos diferentes segmentos do
ducto epididimario. Consequentemente essa aceleracdo da passagem dos

espermatozoides no ducto epididimario reduz o tempo que os espermatozoides estao
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disponiveis para a maturacao epididimaria interferindo na qualidade do gameta, como por
exemplo, na motilidade do espermatozoide e na fertilidade masculina como pbde ser
comprovado com a reducao de alguns parametros de fertilidade (Klinefelter et al., 2002;
Kemani-Alghoraishi et al., 2010; Garcia et al., 2011).

A deplegéo parcial de DHT provocada pela administragdo de finasterida, em
ambos os tratamentos desencadeou significativas alteracées no padrao de motilidade dos
espermatozoides no tratamento crénico. Essa significativa alteragcdo denota o quanto a
maturagcdo epididimaria foi comprometida pela alteracdo dos niveis séricos desses
andrégenos, uma vez que a aquisicao da motilidade do espermatozoide € um dos eventos
marcantes desse processo no epididimo (Robaire et al., 2000; Robaire et al., 2005).
Sugere-se que glicoproteinas e proteinas que eventualmente sdo incorporadas ou
removidas da membrana do espermatozoide podem nao ter desempenhado sua funcéo
especifica no processo de maturagao epididimaria e comprometido tanto a motilidade,
integridade da membrana do espermatozoide e a capacidade do espermatozoide em
fecundar o gameta feminino como reportados por outros estudos que avaliam as
alteracdes no tempo de transito do espermatozoide pelo epididimo e seu impacto na
fertilidade masculina (Oliva et al., 2006, Fernandez et al., 2007; Kermani-Alghoraishi et al,
2010).

A integridade da membrana plasmatica do espermatozoide é um dos mais
importantes aspectos da biologia do mesmo e dentro dessa caracteristica pode-se
destacar a troca de metabdlitos com o meio ambiente proporcionando um importante
papel em varios eventos precedentes a fertilizacdo do gameta feminino (capacitacao,
reacdo acrossomal e fusdo com o ovdcito Il). Dessa forma, as alteragdes na integridade
da membrana plasmatica do espermatozoide observadas pelos testes de coloragcado de

Eosina Y e hiposmolaridade nos animais submetidos ao tratamento com finasterida sao
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mais uma evidéncia do comprometimento da qualidade do espermatozoide (Jeyndran et
al., 1984).

A somatéria dos fatores anteriormente mencionados culminou com uma reducao
no potencial de fertilidade, bem como um aumento nas perdas pds implantacionais
principalmente nos grupos cronicamente tratados com finasterida. Esses resultados
fornecem evidencias sobre o comprometimento da qualidade do espermatozoide
decorrentes da aceleragdo da passagem dos espermatozoides através do epididimo, o
que compromete a integridade da membrana dos espermatozoides e principalmente a
motilidade dessas células. Além disso, mesmo apos 30 dias de interrupgcao do tratamento
com finasterida, os parametros de fertilidade, a qualidade do espermatozoide e do tempo
de transito epididimario manteve-se reduzidos em relagao aos grupos controles.

Alteragbes nos parametros de fertilidade dos animais tratados com finasterida e
que tiveram o tratamento interrompido por 30 dias ndo pode ser explicado unicamente
pela diminuicao da secrecao da glandula de coagulagao e consequente auséncia do plug
vaginal (Cukierski et al., 1991; Wise et al., 1991), uma vez que na inseminacao artificial
intra Otero, as fémeas foram previamente acasaladas com machos vasectomizados
permitindo e garantindo a formag&o do plug vaginal. Mesmo nesta condigdo, o potencial
de fertilidade nos animais tratados com finasterida e que tiveram o tratamento
interrompido por 30 dias foi menor que o valor observado nos controles e a inseminagao
artificial intra Utero por ter um numero fixo e critico de espermatozoides aumenta a
probabilidade de dectetar uma diminuicao na qualidade dos espematozoides (Perobelli et
al., 2011).

Corroborando com os resultados observados em ratos, recentemente, foi relatado
que a infertilidade masculina e o aumento nas perdas em uma gestacdo podem estar

associados com os efeitos da administragao continua de pequenas doses de finasterida
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em homens, o0 que pode influenciar negativamente a integridade do DNA de
espermatozoides (Tiu e Zini, 2011). Embora a interrupgcao do tratamento com finasterida
aumente imediatamente o volume do sémen, a concentracdo dos espermatozoides
permanece abaixo do normal pelo menos quatro meses apo6s o fim do tratamento (Chiba
et al.,, 2011). O mesmo foi observado em outros dois casos de azoospermia e
oligospermia grave apos seis meses de interrupgao do tratamento (Liu et al., 2008).
Outros estudos devem ser realizados para complementar o conhecimento
existente sobre a fisiologia do epididimo apds a deplecao parcial de DHT, sobre o tempo
necessario para a recuperacao dos parametros de fertilidade apds a interrupgdo do
tratamento com finasterida, e se estes parametros podem ser totalmente recuperados,
uma vez que, um numero cada vez maior de jovens faz uso de finasterida como um

método preventivo e paliativo contra a alopecia androgénica.
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6. TABELAS E FIGURAS

Figura 1: Peso Corpéreo em gramas de ratos Sprague Dawley. C15 (animais tratados
durante 15 dias com solucao diluente); C56 (animais tratados durante 56 dias com
solucéo diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F56 (animais
tratados com finasterida durante 56 dias); F15 +30l (animais tratados com finasterida
durante 15 dias e interrupgao do tratamento por 30 dias); F56 +30I (animais tratados com
finasterida durante 56 dias e interrupcao do tratamento por 30 dias). Para o Peso

Corporeo foi utilizado ANOVA seguido pelo teste Tukey, p<0.05.
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Figura 2: Dosagem Sérica de Testosterona (T) e Dihidrotestosterona (DHT). Em A e C
dosagem séricade T e em B e D dosagem sérica de DHT. C15 (animais tratados durante
15 dias com solugcao diluente); C56 (animais tratados durante 56 dias com solugao
diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F56 (animais tratados
com finasterida durante 56 dias); F15 +30I (animais tratados com finasterida durante 15
dias e interrupcao do tratamento por 30 dias); F56 +30I (animais tratados com finasterida
durante 56 dias e interrupcdo do tratamento por 30 dias). Legenda: ° estatisticamente
diferente do controle. Para a Dosagem Sérica de T foi utilizado ANOVA seguido do teste
de Bonferroni (A e C) e para a Dosagem Sérica de DHT foi utilizado ANOVA seguido do

teste de Tukey (B e D)
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Figura 3: Razao do Peso dos Orgaos pelo Peso Corpéreo em gramas (g). Razdo do Peso
do Testiculo pelo Peso Corpéreo (A-B), Razdo do Peso da Prostata pelo Peso Corpéreo
(C-D), Razado do Peso da Vesicula Seminal pelo Peso Corpéreo (E-F). C15 (animais
tratados durante 15 dias com solugao diluente); C56 (animais tratados durante 56 dias
com solucdo diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F56
(animais tratados com finasterida durante 56 dias); F15 +30l (animais tratados com
finasterida durante 15 dias e interrupgdo do tratamento por 30 dias); F56 +30I (animais
tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgcao do tratamento por 30 dias). Para a
Razao do Peso dos Orgéos foi utilizado ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Legenda: °

estatisticamente diferente do controle, ¢ estatisticamente diferente do controle e tratado.
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Figura 4: Razao do Peso dos Orgaos pelo Peso Corpéreo em gramas (g). Razdo do Peso
do Epididimo pelo Peso Corpéreo (A), Razdo do Peso da Cabega do Epididimo pelo Peso
Corporeo (B), Razao do Peso do corpo do epididimo pelo peso corpéreo (C), do peso da
cauda do epididimo pelo peso corpéreo (D). C15 (animais tratados durante 15 dias com
solucéo diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F15 +30I
(animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupcao do tratamento por 30
dias); C56 (animais tratados durante 56 dias com solucdo diluente). Para a Razédo do
b

Peso dos Orgdos foi utilizado ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Legenda:

estatisticamente diferente do controle.
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Figura 5: Razéo do peso dos érgaos pelo peso corpéreo em gramas (g). Razdo do peso
do epididimo pelo peso corporeo (A), razao do peso da cabecga do epididimo pelo peso
corporeo (B), razdo do peso do corpo do epididimo pelo peso corpéreo (C), do peso da
cauda do epididimo pelo peso corpéreo (D). C56 (animais tratados durante 56 dias com
solucéo diluente); F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias); F56 +30I
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgdo do tratamento por 30
dias). Para a Razdo do Peso dos Orgaos foi utilizado ANOVA seguido pelo teste de

Tukey. Legenda: ° estatisticamente diferente do controle.
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Figura 6: Fotomicrografias das regibes do segmento da cabeca do epididimo (A-L).
Regidao R1 (A, B, C), regiao R2 (D, E, F), regido R3 (G, H, I), regidao R4 (J, K, L). C15
(animais tratados durante 15 dias com solugao diluente: A, D, G, J); F15 (animais tratados
com finasterida durante 15 dias: B, E, H, K); F15 + 30I (animais tratados com finasterida
durante 15 dias e interupcao do tratamento por 30 dias: C, F, I, L). Barra de referéncia: A-
L: 10 um (objetiva de 60x). Epitélio do ducto epididimario (EP), tecido intersticial (Tl),

espermatozoides (esp).
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Figura 7: Fotomicrografias das regibes do segmento da cabeca do epididimo (A-L).
Regidao R1 (A, B, C), regiao R2 (D, E, F), regido R3 (G, H, I), regidao R4 (J, K, L). C15
(animais tratados durante 56 dias com solucao diluente: A, D, G, J); F56 (animais tratados
com finasterida durante 56 dias: B, E, H, K); F15 + 30I (animais tratados com finasterida
durante 56 dias e interupcao do tratamento por 30 dias: C, F, I, L). Barra de referéncia: A-
L: 10 um (objetiva de 60x). Epitélio do ducto epididimario (EP), tecido intersticial (Tl),

espermatozoides (esp).
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Figura 8-: Fotomicrografias eletrbnicas de transmisséo da regido proximal da cabeca do
epididimo (R2) (A-L). C15 (animais tratados durante 15 dias com solugao diluente: A, D,
G, J); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias: B, E, H, K); F15 +30I
(animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgéo do tratamento por 30 dias:
C, F, I, L). Barra de referéncia: A-C: 2156 um; D-F: 12930 um G-I: 27800 um J-L: 6000
um. Panoramica do epitélio secretor do ducto epididimario (A-C), organelas
citoplasmaticas (D-F), juncdes celulares (G-l), estereocilios e axonema do
espermatozoide (J-L). Barra de referéncia: A-C: 2156 um; D-F: 12930 um G-1: 27800 um
J-L: 6000 um. Células principais (p), células basais (b), Complexo de Golgi (CG),
Mitocdndria (M), Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), Fagossomos (F), Juncdes

celulares (JC), Granulos de Secrecao (GS), Axonema (A) e Estereocilios (ES).
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Figura 9- Fotomicrografias eletrbnicas de transmissdo da regido proximal da cabeca do
epididimo (A-L). C56 (animais tratados durante 56 dias com solugao diluente: A, D, G, J);
F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias: B, E, H, K); F56 +30! (animais
tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgao do tratamento por 30 dias: C, F, |,
L). Panoramica do epitélio secretor do ducto epididimario (A-C), organelas citoplasmaticas
(D-F), juncdes celulares (G-1), estereocilios e axonema do espermatozoide (J-L). Barra de
referéncia: A-C: 2156 um; D-F: 12930 um G-I: 27800 um J-L: 6000 um. Células principais
(p), células basais (b), Complexo de Golgi (CG), Mitocdéndria (M), Reticulo
Endoplasmatico Rugoso (RER), Fagossomos (F), Juncdes celulares (JC), Granulos de

Secrecao (GS), Axonema (A) e Estereocilios (ES).
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Tabela 1 — Analise morfométrica da regido proximal da cabeca do epididimo (R2) Altura
do epitélio epididimario (log um), Area do ducto epididimario (log um?), Area epitelial do
ducto epididiméario (log um?) e Area do Iimen do ducto epididimario (log um?). C15
(animais tratados durante 15 dias com solugao diluente); F15 (animais tratados com
finasterida durante 15 dias); F15 +30I (animais tratados com finasterida durante 15 dias e
interrupcdo do tratamento por 30 dias); C56 (animais tratados durante 56 dias com

solucéo diluente). Legenda: ® estatisticamente diferente do controle.
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, , - GRUPOS P
ANALISES MORFOMETRICAS Regioes 75 = i 5

R1* | 1.62+0.11° | 1.60£0.09° | 1.64£0.07° | 1.62+0.03° | NS

Atura do epitio epididimério (1og pm) R2* | 1.50£0.03° | 1.49+0.03° | 1.52+0.02° | 1.54x0.07° | NS

R3* | 1.460.04° | 1.4580.03° | 1.45+0.06° | 1.460.02° | NS

R4™ | 1.4240.01% | 1.43%0.02° | 1.43+0.05° | 1.43%0.02° | NS

NS

R1* | 4.3820.11° | 4.37%012° | 4.3620.10° | 4.3820.07° | NS

hrea o ducto epididiméiio (og ) R2™ | 4,4410.09" | 4.43:0.05° | 4.42+0.03" | 4.42:0.12" | NS

R3* | 4.95+0.04° | 4.964011° | 4.94+0.03° | 4.96x0.03° | NS

R4* | 4.92+0.03° | 4.91%0.09° | 4.97+0.03° | 4.98+0.08° | NS

NS

R1™ | 4.2340.14% | 4.2240.15° | 4.23+0.12% | 4.2440.06° | NS

, » o , R2* | 4.22+0.05° | 4.02+0.05° | 4.260.04° | 4.27+0.14° | NS

Area do epitélio do ducto epididimario (log um") R3* | 4.45:0.12° | 4.46%0.05° | 4.45£0.07° | 4.47+0.02° | NS

R4* | 4.490.06° | 4.4810.06° | 4.52+0.10° | 4.520.09° | NS

NS

R1* | 3.7220.14° | 3.73t019° | 3.77£0.15° | 3.7920.16° | NS

rea do limen do ducto epdidiméro (1og pm) R2™ | 4153016 | 4.12:0.05" | 3.84:0.057 | 3.83:0.21° | NS

R3™ | 4.7240.01% | 4.74%0.14% | 4.76%0.06° | 4.79+0.04% | NS

R4* | 4.7020.02° | 4.712012° | 4.7620.07° | 4.7820.08° | NS

Os dados foram expressdes em Média + SD. *ANOVA seguido pelo teste Tukey; **ANOVA seguido pelo teste Bonferroni;

®: Significativamente diferente do controle.
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Tabela 2 — Analise morfométrica da regido proximal da cabeca do epididimo (R2) Altura
do epitélio epididimario (log um), Area do ducto epididimario (log um?), Area epitelial do
ducto epididiméario (log um?) e Area do Iimen do ducto epididimario (log um?). C56
(animais tratados durante 56 dias com solugao diluente); F56 (animais tratados com
finasterida durante 56 dias); F56 +30I (animais tratados com finasterida durante 56 dias e

interrupgao do tratamento por 30 dias). Legenda: ° estatisticamente diferente do controle.
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‘ . x GRUPOS P
ANALISES MORFOMETRICAS Regides C56 F56 F56 + 301

R1* 1.62+0.03* | 1.61+0.05% | 1.61+0.08% NS

Altura do epitélio epididimario (log um) R2* 1'54i0'072 1.4910.07: 1.5710.07: <0.001
R3* 1.46+0.02 1.47+0.03 1.47+0.05 NS
R4* 1.47+0.02% | 1.46+0.05% | 1.47+0.03% NS
R1* 4.38+0,07% | 4.37+0,07% | 4.38+0.12? NS

Area do ducto epididimario (log pmg) R2* 4.42i0,‘|2: 4.36i0,12: 4.44i0.08: <0.05
R3* 4.96+0,03 4.96+0,03% | 4.96+0.01 NS
R4* 4.98+0,08% | 4.96+0,05% | 5.00+0.02° NS
R1* 4.24+0.06° | 4.23+0.07° | 4,25+0.16° NS

. s e 2 R2** 4.27+0.14% | 4.05+0.37° | 4.23+0.10% | <0.0001
Area do epitélio do ducto epididimario (log pm®) R3* 4.4740.02% | 4.48+0.052 4,49i0,03& NS
R4* 4.48+0.09% | 4.42+0.03% | 4.48+0.05% NS
R1* 3.79+0.16% | 3.78+0.08% | 3.76+0.08% NS

Area do lmen do ducto epididimério (log um?) R2** 3.83¢o.21: 3.9910.13: 3.9910.132 <0.0001
R3* 4.79+0.04 4.78+0.02° | 4.78+0.02 NS
R4** 4.80+0.08% | 4.81+0.07% | 4.83+0.04 NS

Os dados foram expressdes em Média + SD. *ANOVA seguido pelo teste Tukey; **ANOVA seguido pelo
teste Bonferroni; b: Significativamente diferente do controle.
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Tabela 3 — Analise estereoldgica da regidao proximal da cabeca do epididimo (R2) Volume
do epididimo (102 pm?®); Volume da cabeca do epididimo (10% pm?®); Volume do ducto
epididimario (%); Volume do epitélio do ducto epididimario (%); Volume do limen do ducto
epididimario (%); Volume do tecido intersticial (%). C15 (animais tratados durante 15 dias
com solugao diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F15 +30I
(animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgdo do tratamento por 30
b

dias); C56 (animais tratados durante 56 dias com solugdo diluente). Legenda:

estatisticamente diferente do controle.
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. : . GRUPOS P
ANALISES ESTEREOLOGICAS Regides cT5 =13 F15 < 300 56
Volume do epididimo (10 um®)* 5.20+0.20% 4.90+0.397 5.40+0.50° 5.90 +0.35° NS
Volume da cabega do epididimo (10 pm®)* 2.20+0.11° 2.30+0.20° 2.12+0.312 2.60 +0.20° NS
R1* 48.86+ 4.69% | 45.56+ 1.07% | 42.72+ 2.15% | 49.32+6,72° NS
Volume do ducto epididimario (%) R2* 58.74+ 6.342 56.56+ 1.07: 52.72+ 2.1 5: 52.74 + 9.16: NS
R3* 69.71 +6.67° | 65.72 +4.30% | 66.18 +2.43% | 69.54 +4.49 NS
R4** 67.65 +5.37° | 63.18 +2.30% | 69.04 +9.40% | 71.61 +5.81° NS
NS
R1* 36.72+8.39% | 29.42+4.22% | 31.95+2.82% | 34.92+557% NS
Volume do epitélio do ducto epididimério (%) R2** 29.8615.41: 26.3413.53: 30.84i2.52: 30.1 017.07: NS
R3** 22.90+2.24 18.06+4.96% | 22.84+2.88 22.66+3.54 NS
R4* 19.9645.05% | 21.62+4.73% | 24.22+3.19% | 21.09+2.82° NS
NS
R1* 12.1444.50% | 16.14+5.01% | 11.03+1.93% | 14.4046.71° NS
Volume do limen do ducto epididimario (%) R2** 28.8819.76: 20.88+ 4.87: 19.2413.67: 25.50114.5: NS
R3* 46.81+5.67% | 47.66+4.90% | 42.90+2.42 46.88+5.93 NS
R4** 47.70+3.14% | 41.5645.27° | 44.82+9.50% | 50.52+4.45% NS
NS
R1** 53.17+4.61% | 56.44+1.07° | 58.46+2.51% | 52.68+6.72% NS
Volume do tecido intersticial (%) R2** 43.26i6.34: 44.78i3.21: 42.50J_r4.91z 44.30+1 3.22 NS
R3** 32.29+6.68% | 30.88+15.3% | 35.82+2.43 32.49+4.54 NS
R4** 34.28+5.40% | 38.82+2.30% | 33.22+9.42% | 30.39+5.80° NS
Os dados foram expressdoes em Meédia £ SD. *ANOVA seguido pelo teste Tukey; **ANOVA seguido pelo teste

Bonferroni. °: Significativamente diferente do controle.
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Tabela 4 — Analise estereoldgica da regiao proximal da cabeca do epididimo (R2) Volume
do epididimo (102 pm?®); Volume da cabeca do epididimo (10% pm?®); Volume do ducto
epididimario (%); Volume do epitélio do ducto epididimario (%); Volume do limen do ducto
epididimario (%); Volume do tecido intersticial (%). C56 (animais tratados durante 56 dias
com solugao diluente); F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias); F56 +30I
(animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupcado do tratamento por 30

dias). Legenda: ° estatisticamente diferente do controle.
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. . . GRUPOS P
ANALISES ESTEREOLOGICAS Regides 56 Fo5 F56 + 300
Volume do epididimo (10 pm®)* 5.90 +0.35° 4.70 +0.60° 6.20 +0.107 <0.05
Volume da cabega do epididimo (10 pm®)* 2.60 +0.20° 2.00 +0.20° 2.60+0.50% <0.05
R1* 49.32+6.72° | 45.56+1.07° 42.72+2 15° NS
Volume do ducto epididimario (%) R2* 52.7419.16: 54.44+11 .3{’ 51 .60110.07: <0.001
R3* 69.54+4.49 65.72+4.30 66.18+2.43 NS
R4** 71.61t5.817 | 63.18+2.30% 68.78+9.427 NS
R1* 34.92+5.57% | 27.72+5.39% 35.18+5.212 NS
Vol do epitélio do d ididimério (9 R2** 30.10+7.07% | 22.80+6.30° 30.1046.25° <0.05
olume do epitélio do ducto epididimario (%) g3 [ 55 56+3.54% | 21.2122.42% | 19.423.25° NS
R4* 21.09+2.82% | 17.44+1.68% 20.58+2.11°2 NS
R1* 14.40+6.71 ""a 15.3813.4630 12.0812.62: NS
Volume do Iimen do ducto epididimario (%) RR%* 2456580814-154953% 3432'9701T 45'8220a 4230'7520+ir1762707a <0£ 301
R4* 50.52+4.45% | 45.20+11.03% 51.90+9.26° NS
R1* 52.6846.72° 58.90+5.87° 53.82+4.80° NS
Volume do tecido intersticial (%) R2** | 44.30+13.20° | 43.70+14.10° 49.40+9.90° | <0.0001
° R3* 32.49+4 54° 38.07+2.99° 37.2848.19% NS
R4** 30.39+5.807 | 39.36+10.497 29.90+8.712 NS

Os dados foram expressdes em Média £ SD. *ANOVA seguido pelo teste Tukey; **ANOVA seguido pelo teste

Bonferroni; b: Significativamente diferente do controle.
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Tabela 5- Contagem de espermatozoides, integridade de membrana do espermatozoide e
parametros de fertilidade. Producdo diaria de espermatozoides (x106/testiculo/dia);
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da cabega-corpo (dias); Tempo de
transito de espermatozoide no segmento da cauda (dias); Motilidade (%); Coloragao
Eosina Y (espermatozoides vivos %); HOS teste (espermatozoides vivos %); Taxa
Gestacional (%), indice de Fecundidade (%); Potencial de fertilidade (%); Perdas pré-
Implantacionais (%) e Perdas Pés-Implantacionais (%). C15 (animais tratados durante 15
dias com solucao diluente); F15 (animais tratados com finasterida durante 15 dias); F15
+30I (animais tratados com finasterida durante 15 dias e interrupgéo do tratamento por 30
dias). Legenda: ° estatisticamente diferente do controle; ° estatisticamente diferente do

controle e do tratado.
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CONTAGEM E INTEGRIDADE DE MEMBRANA GRUPOS
DE ESPERMATOZOIDES E PARAMETROS DE
C15 F15 F15 + 30l C56 P
FERTILIDADE (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Producéo diaria de espermatozoides
6 . w 36.55+2.58% 32.93+3.93% 32.14+6.67° 32.94+2.14% NS
(x107/testiculo/dia)
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da
e 2.95+0.36% 2.52+1.782 2.36+0.68% 3.27+0.33% NS
cabega-corpo (dias)
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da
. 5.62+0.17% 4,28+ 1.00° 4,52+ 0.64° 5.58+ 0.78° NS
cauda (dias)
Motilidade (%)*** 91.5+2.90% 86.6+9.30% 84.43+7.52° 89.80+4.55% NS
Coloragéo Eosina Y (espermatozoides vivos %)"* 86.00+1.77° 84.00+4.61% 77.40+4.19° 89.00+1.77% | <0.005
HOS teste (espermatozoides vivos %)** 75.80+6.76° 68.00+4.24° 69.00+3.24° 78.806.76° | <0.005
Taxa Gestacional (AN %)**** 100.00% 100.00% 100.00% 100.00% NS
indice de fecundidade (AN %)*** 100.00+0.00% 92.30+7.60° 87.30+12.70° 100.00+0.00°2 NS
Potencial de fertilidade (AN %)*** 100.00+0.00% 89.50+7.45% 92.50+6.79% 100.00+0.00% NS
Perdas Pré-implantaticionais (AN %)** 1.00+0.10? 10.50+6.40% 7.60+3.20% 100.00+0.00% NS
Perdas Pos-implantacionais (AN %)** 3.00+1.50% 11.5045.60% 13.25+6.07° 0.00+0.00% NS

Os dados sao expressos em Média = SD. AN = Acasalamento Natural, NS = N&o Significativo.“ANOVA seguido pelo teste de
Tukey; **ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; ***Kruskal Wallis teste seguido pelo teste Dunn;
resultados expressos em porcentagem. °: Significativamente diferente do grupo controle.

*kkk

g-quadrado teste com
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Tabela 6- Contagem de espermatozoides, integridade de membrana do espermatozoide e
parametros de fertilidade. Producdo diaria de espermatozoides (x106/testiculo/dia);
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da cabeca-corpo (dias); Tempo de
transito de espermatozoide no segmento da cauda (dias); Motilidade (%); Coloracao
Eosina Y (espermatozoides vivos %); HOS teste (espermatozoides vivos %); Taxa
Gestacional (%), indice de Fecundidade (%); Potencial de fertilidade (%); Perdas pré-
Implantacionais (%) e Perdas Pos-Implantacionais (%). C56 (animais tratados durante 56
dias com solucao diluente); F56 (animais tratados com finasterida durante 56 dias); F56
+30I (animais tratados com finasterida durante 56 dias e interrupgao do tratamento por 30
dias). Legenda: ° estatisticamente diferente do controle; ° estatisticamente diferente do

controle e do tratado.
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CONTAGEM E INTEGRIDADE DE MEMBRANA DE
ESPERMATOZOIDES E PARAMETROS DE

GRUPOS

C56 F56 F56 + 301 P
FERTILIDADE (n=5) (n=5) (n=5)

Produgéo diaria de espermatozoides (x10°/testiculo/dia) ** 32.94+2.14% | 30.20+1.80° | 29.73+1.68% NS
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da
cabega-corpo (dias) * 3.27+0.34* | 1.1320.28° | 2.60+0.34° | <0.0001
Tempo de transito de espermatozoide no segmento da
cauda (dias) * 5.58+0.78% | 3.81+1.04° | 4.00+0.45° <0.01
Motilidade (%) 89.80+4.55% | 55.60+8.87° | 66.2046.09° | <0.001
Coloragdo Eosina Y (espermatozoides vivos %)* 89.00+1.77% | 46.00+4.61° | 73.403.19° | <0.001
HOS teste (espermatozoides vivos %)” 78.8046.76° | 50.0044.24° | 62.00+3.24° | <0.0001
Taxa Gestacional (AN %)**** 100.00% 60.00° 40.00° NS
Indice de fecundidade (AN %)*** 100.00+0.00° | 60.00+41.83% | 90.00+22.36° | NS
Potencial de fertilidade (AN %)™ 100.0040.00* | 68.8045.67° | 81.104#9.60° | <0.01
Perdas Pré-implantaticionais (AN %)*** 0.00+0.00% | 30.26+12.40% | 19.05+13.8° NS
Perdas Pos-implantacionais (AN %)** 2.02+0.14% | 21.64+1.16° | 14.60+7.27° | <0.001
Taxa Gestacional (IAl % )**** 72802 27.302 26.40° NS
Fertility potential (IAl %)** 45.0749.35" | 26.4628.50° | 26.3446.02° | <0.01

Os dados sao expressos em Média + SD. IAl =Inseminacao Artificial Intra Utero, AN = Acasalamento Natural, NS =
Nao Significativo.* ANOVA seguido pelo teste de Tukey; **ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; ***Kruskal Wallis
teste seguido pelo teste Dunn; ****q-quadrado teste com resultados expressos em porcentagem. °: Significativamente
diferente do grupo controle., °: Significativamente diferente do grupo controle e tratado com finasterida.
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7. MANUSCRITO (ACEITE PARA PUBLICACAO EM ANEXO)

Morphometric-stereological and functional epididymal alterations and a decrease in
fertility in rats treated with finasteride and after a 30-day post-treatment recovery
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ABSTRACT

Objective: To evaluate morphometric-stereological changes in the epididymal caput,
sperm quality and fertility parameters in rats treated with finasteride and after a 30-day
post-treatment recovery period.

Design: Experimental study in a research laboratory.

Setting: Reproductive biology research laboratory.

Animal(s): Male and female Sprague Dawley rats.

Intervention(s): Treatment with finasteride (5 mg/kg/day) for 56 days followed by 30 days
without treatment.

Main Outcome Measure(s): Serum hormone analyses, morphometric-stereological and
ultrastructural evaluation of the epididymal caput, sperm transit time, natural mating, in
utero insemination, sperm membrane integrity and fertility parameters.

Result(s): Serum DHT levels in the finasteride group decreased by ~40% compared to
control rats. Ultrastructural analysis revealed significant reductions in several
morphometric-stereological parameters of the epididymal caput. All parameters recovered
significantly in the post-treatment period. There was no alteration in daily sperm production
in the finasteride group. However, significant reductions in sperm transit time, motility,
sperm membrane integrity and fertility parameters were observed in rats treated with
finasteride.

Conclusion(s): Treatment with finasteride caused morphometric-stereological and
functional changes in the epididymis and in sperm function that led to a reduction in fertility
parameters. A 30-day post-treatment recovery period was insufficient to restore normal

sperm motility, sperm transit time and some fertility parameters.

Keywords: Finasteride, epididymis, sperm and fertility.
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INTRODUCTION

In men testosterone is produced by Leydig cells in the testis and converted into
dihydrotestosterone (DHT) by the enzymatic action of 5 a-reductase in the skin, liver and
urogenital tissues such as the prostate and epididymis. DHT participates in the
differentiation of external male genitalia, the growth of reproductive organs and
maintenance of secondary male sexual characteristics (1-3).

However, high DHT levels in adulthood can lead to various disorders such as
androgenic alopecia (4-6). Androgenic alopecia, the most frequent type of hair loss,
decreases the number of hair follicles and is one of the most common dermatological
conditions to affect both genders (7-9); this condition affects about 30% of the male
population above 30 years of age and about 50% of men above 50 years of age (10-12).

Many medications, such as finasteride, were produced to inhibit the action of 5 a-
reductase (13). For the treatment of androgenic alopecia, finasteride (1 mg/day) reduces
serum DHT levels by 60-70% and significantly attenuates hair loss (6, 8, 14). Indeed, the
early use of finasteride by young people in an attempt to prevent and minimize androgenic
alopecia has become common (12, 14). Many of the effects of finasteride are not fully
understood, especially those related to organs of the male reproductive system such as
the epididymis (15, 16). Approximately 75% of the detected proteins that participate in
epididymal maturation are secreted by epithelial cells of the initial epididymal segment and
caput and 48% of these proteins are dependent on DHT (17-20).

Studies in humans have reported cases of male infertility associated with the
chronic use of finasteride at a dose of 1 mg/day (21). These studies reported a reduction in
ejaculate volume, abnormal sperm concentration and motility (22), a reduction in sperm
quality, sperm DNA damage (5, 6, 23) and persistent sexual dysfunction in young men

(16). Moreover, in rats, finasteride significantly reduces the weight of the epididymis (13,
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25-26), which results in significant phenotypic changes (27, 28) and reduces fertility
parameters (29, 30). However, no investigation has examined whether changes in sperm
quality are correlated with epididymal maturation.

The aim of this study was therefore to evaluate the morphometric-stereological and
functional alterations in the epididymal caput, sperm quality and fertility parameters in rats
treated with finasteride and those treated with this drug followed by a 30-day post-

treatment recovery period.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Male and female Sprague Dawley rats were obtained from the Multidisciplinary
Center for Biological Investigation at the State University of Campinas (CEMIB/UNICAMP)
and were housed at 23+2°C on a 12 h light/dark cycle with free access to pelleted rodent

chow and water.

The male rats (60 days old) were randomly allocated to three groups: Group |
(control group) consisted of rats that were treated by gavage with the vehicle solution of
finasteride (0.5% aqueous methyl cellulose) for 56 days (n = 25), Group Il (finasteride
group) consisted of rats that were treated with finasteride (5 mg/kg/day) by gavage for 56
days (n = 25) and Group Il (post-treatment group) consisted of rats that were treated with
finasteride (5 mg/kg/day) by gavage for 56 days followed by a 30-day post-treatment
recovery period (n = 25). Sixty three female rats were used to determine the fertility

parameters after natural mating and in utero insemination.
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This study was approved by an institutional Committee for Ethics in Animal
Experimentation (CEUA/UNICAMP, protocol number 1622-1). The NIH Guidelines for the

Care and Use of Laboratory Animals were followed.

Treatment

For experiments involving serum hormone and morphometric-stereological
analyses finasteride was provided in pure form by Merck Sharp & Dohme Corp., USA. For
other analyses, finasteride was purchased commercially upon presentation of a certificate
of the manufacturer's quality. Finasteride was diluted in an aqueous solution containing
0.5% methyl cellulose (Sigma, USA) and administered once a day (5 mg/kg/day) by
gavage (25, 26). This dose was chosen to mimic that used clinically to treat androgenic
alopecia (in humans, this dose reduces the concentration of testosterone to 60-70% of the
normal values). In the control and finasteride groups, all analyses were done 24 h after the
final dose whereas in the post-treatment group all analyses were done 30 days after

terminating the treatment.

Serum Hormone Analyses

Five rats per group were anesthetized and sacrificed by decapitation. An ACTIVE
DSL testosterone kit (Diagnostic Systems Laboratories Inc., USA) was used to determine
the serum testosterone levels and an ACTIVE DHT radioimmunoassay kit S/E DSL 96100
(without extraction) (Diagnostic Systems Laboratories) was used to determine the serum
DHT levels. All of the samples were assayed in duplicate and the intra- and inter-assay
coefficients of variation were, respectively, <8.5% and <8.7% for testosterone and <4.3%

and <6.4% for DHT.
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Tissue Collection and Processing for Morphometric-Stereological Analysis and Electron
Microscopy

Five rats per group were weighed, anesthetized and perfused with 4%
paraformaldehyde (Sigma) and 2% glutaraldehyde (Electron Microscope Science, USA) in
0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.4 (Electron Microscope Science) that contained
0.3% tannic acid (Riedel-de Haen, Germany). One epididymis from each animal was
processed for morphometric-stereological analysis and the other was processed for
transmission electron microscopy. The epididymides were weighed and the epididymal
weight to body weight ratio and total epididymal volume (V) were determined as described
elsewhere (31). The epididymides were then post-fixed with perfusion solution for 4 h.

The epididymal caput was sectioned stereomicroscopically (Leica Microsystems
CMS GmbH, Leica, Germany) into four anatomically distinct regions based on connective
tissue septation (32): region 1 (initial segment), region 2 (proximal caput), region 3 (medial
caput) and region 4 (distal caput). These regions were used for morphometric-
stereological and ultrastructural analyses (Figure 1A).

For morphometric-stereological analysis, the tissues were dehydrated in a graded
ethanol series, embedded in historesin (Leica), sectioned (2 um thick) and stained with
hematoxylin-floxin (Sigma) (33). For transmission electron microscopy, the tissues were
washed in 0.1 M cacodylate buffer and post-fixed in 1% osmium tetroxide (Electron
Microscope Science) for 1 h at 4°C. The samples were then dehydrated in a graded
ethanol series and embedded in epoxy resin Epon 812 (Electron Microscope Science).
Ultrathin sections were collected on copper grids and stained with uranyl acetate and lead

citrate (Electron Microscope Science) (34).
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Morphometric-Stereological Analysis

Morphometric-stereological analysis was done on 30 random, histological cross-
sections of the four regions of epididymal caput from each animal. The total duct diameter
and area, luminal area and epithelial height and area were measured using a x10 objective
lens connected to a computer image analysis system (Image Pro Plus 4.5, Media
Cybernetics, Inc, USA). The total duct, epithelial, luminal and interstitial volumes were

calculated (31).

Ultrastructural Analysis

Ultrastructural analysis was done by transmission electron microscopy (LEO 906,
Electron Microscope Ltd., England). The ultrastructural analysis involved qualitatively
observing the location, number and conservation of cytoplasmic organelles, as well as the

presence of cell junctions and the integrity of the epithelial and stromal tissue.

Daily Sperm Production and Transit Time in the Epididymis

The right testis and epididymis were removed from five rats per group. The
homogenization-resistant testicular spermatids (i.e., stage 19 of spermiogenesis) and
sperm in the caput-corpus and cauda epididymis were counted as described elsewhere
(35, 36). The daily sperm production in the testis (DSP) was estimated by dividing the
number of spermatids at stage 19 by 6.1 (i.e., the number of days these spermatids are
present in the seminiferous epithelium). The sperm transit time through the caput/corpus
and cauda epididymis were determined by dividing the number of sperm in each portion by

the DSP.
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Sperm Motility and Assessment of Epididymal Necrospermia

A suspension of sperm was prepared from sperm isolated from the distal cauda of
the left epididymis from five rats per group. The number of sperm in a 2.5 ul aliquot of this
suspension was counted and the sperm were classified as mobile or immobile (36). To
assess epididymal necrospermia 10 pl aliquots of sperm suspension were stained with

Eosin-Y and also processed for the hypoosmotic solution (HOS)-test (37).

Natural Mating

Females (n=10 per group) in natural estrus were housed with male rats (n=5 per
group). Vaginal smears were collected and the day of initial sperm detection was

determined to be day zero of gestation (36, 38).

In Utero Insemination

Females in estrus were paired with sexually experienced, vasectomized males for
1 h. Receptive females were selected for insemination (n=11 females per group). Five
male rats per group were used for insemination and sperm isolation as previously
described (36, 39). Briefly, the sperm were released from the proximal epididymal cauda
by nicking the duct and collecting the sperm in 2 ml of modified human tubular fluid (HTF)
medium (Irvine Scientific). After a 10-fold dilution the sperm were counted and each

uterine horn was injected with a volume containing 5x10° sperm (36, 37).
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Fertility Parameters

On the 20" day of gestation, the females used for natural mating and in utero
artificial insemination were euthanized. The number of corpora lutea, implants, resorptions

and dead and live fetuses was recorded.

For females subjected to in utero insemination the gestation rate (number of
pregnant females/number of inseminated females x 100) and fertility potential
(implantation sites/corpora lutea x 100) were calculated as described elsewhere (36, 37).
For females subjected to natural mating an additional three parameters were analyzed,
namely, the fecundity index (number of males siring at least one viable fetus/number of
males exposed for mating x 100) and the pre- (number of corpora lutea - number of
implantation sites/number of corpora lutea x 100) and post-implantation losses (number of

implantation sites — number of lives fetus/number of implantation sites x 100) (31, 36, 37).

Statistical Analysis

The results were expressed as the mean+SD. The normal distribution of the data
was checked with the Kolmogorov-Smirnov test. One-way ANOVA followed by the Tukey
or Bonferroni post-hoc test was used for parametric data, Kruskal Wallis analysis followed
by Dunn’s post-hoc test was used for nonparametric data and the chi-square test was
used for categorical dependent variables. In all cases, a value of p<0.05 indicated
significance. All data analyses were done using GraphPad Prism software v.5 (GraphPad

Inc., La Jolla, CA, USA).
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RESULTS

Serum Hormone Levels

The serum DHT levels in the finasteride group were significantly lower than in the
control and post-treatment groups (the reduction was ~40% when compared to the control
group) but there was no significant difference between the control and post-treatment
groups (Figure 1B). There was a significant increase in the serum testosterone levels of
the finasteride group compared to the control group but no significant difference between

the control and post-treatment groups (Figure 1C).

Morphometric-Stereological Analyses

Morphometric-stereological analyses showed alterations only in the proximal
epididymal caput (region 2) of the finasteride group when compared to the control and
post-treatment groups.

The epididymal-to-body weight ratio, epithelial height (Figure 2 A-C) and
epididymal and epithelial duct area were significantly lower in the finasteride group
compared to the control and post-treatment groups. Additionally, there was a significant
increase in the lumen epididymal duct area in the finasteride and post-treatment groups
compared to the control group (Table 1).

The epididymal, epididymal caput and epithelial duct volumes were significantly
lower in the finasteride group than in the control and post-treatment groups (Table 1).
However, the lumen duct volume was significantly higher than in the control and post-
treatment groups. There was no significant difference in the epididymal duct and interstitial

tissue volumes (Table 1).
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Ultrastructural Analyses

Ultrastructural analyses showed a reduction in epithelial height only in the proximal
caput (region 2) in the finasteride group (Figure 2 D-F). There were no alterations in the
location, number and conservation of cytoplasmic organelles (Figure 2 G-l) or in the
integrity of the cell junction complex in the four regions of the epididymal caput in any of

the groups (Figure 2 J-L).

Daily Sperm Production and Transit Time in the Epididymis

There was no significant difference in the daily sperm production in any of the
groups (Table 2). However, there was a significant decrease in sperm transit time in the
caput-corpus and cauda in the finasteride and post-treatment groups, indicating an
increased rate of sperm passage in these segments. There was a significant difference in
sperm transit time between the finasteride and post-treatment groups in the caput-corpus
segment but no significant difference between finasteride and the post-treatment groups in

the cauda segment (Table 2).

Sperm Motility
There was a significant reduction in sperm motility in the finasteride and post-
treatment groups compared to the control group. However, there was no significant

difference between the finasteride and post-treatment groups (Table 2).

Epididymal Necrospermia
Eosin-Y staining revealed a significant reduction in the percentage of live sperm in
the finasteride and post-treatment groups compared to the control group. There was

significant difference between the finasteride and post-treatment groups (Table 2).
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Similarly, the HOS-test revealed a significant reduction in the percentage of live sperm in
the finasteride and post-treatment groups compared to the control group. There was

significant difference between the finasteride and post-treatment groups (Table 2).

Fertility Parameters in Natural Mating and In Utero Insemination

In natural mating, there was no significant difference in the gestational rate and
fecundity index of all groups. There was a significant reduction (by ~32%) in the fertility
potential of the finasteride group compared to the control group but there was no
significant difference between the control and post-treatment groups (Table 2). There was
no significant difference in the preimplantation loss among the groups although there was
an evident increase in this rate in the finasteride and post-treatment groups. There was a
significant increase in the post-implantation loss in the finasteride and post-treatment
groups compared to the control group, but there was no significant difference between the
finasteride and post- treatment groups (Table 2).

In utero insemination, there was no significant difference in the gestational rate
among the groups, but there was an evident reduction in this rate in the finasteride and
post-treatment groups. There was a significant reduction in the fertility potential of the
finasteride and post-treatment groups compared to the control group but there was no

significant difference between the finasteride and post-treatment groups (Table 2).

DISCUSSION

Many studies have shown that DHT is responsible for most androgen-stimulated
responses in the epididymis and that this hormone has an important role in maintaining the
epididymal microenvironment (40-44). In the present study, the percentage reduction in

serum DHT in the finasteride group corresponded to that seen in men undergoing
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androgenic alopecia treatment (i.e., DHT levels were reduced to 60-70% of the control) (8,
14). This finding indicated that the rats were exposed to the same DHT variations that
occur in men who use finasteride chronically to treat hair loss (7, 12). In addition, the
serum DHT and testosterone levels returned to normal 30 days after cessation of
treatment, as previously described (6, 13, 41).

The variations in serum DHT levels were accompanied by a reduction in the
epididymal-to-body weight ratio (24, 25, 45). However, the only region to show a marked
reduction in the height, area and volume of the epididymal epithelium was only the
proximal caput (region 2). The regional specificity of these morphometric-stereological
alterations has been also observed in some gene expression profile studies. These
regions appear to be functional units within the epididymis and more susceptible to
changes in the microenvironment (46-49).

Many studies have shown that finasteride reduces prostate size by decreasing the
intra-prostatic levels of DHT. This reduction involves a decrease in the stimulatory effect of
this androgen on the cellular replacement of the secretory epithelium, which in turn
diminishes the protective effect of these cells against apoptosis and results in a
progressive decrease in the functionality of epithelial cells and an increase in the rate of
cell death (49). Our morphometric-stereological and ultrastructural results on the
epididymis caput agree with the alterations seen in the prostate upon DHT depletion.

The reduction in serum DHT levels and consequent decrease of this hormone in
the intra-epididymal compartment in the finasteride group could explain the epididymal
structural alterations and the decrease in sperm transit time, despite the unaltered daily
sperm production in any of the groups studied. Local factors such as endothelin-1 (50),
cGMP, androgens (51, 52) and prostaglandins (53) can affect peristalsis in the epididymal

duct by modulating the activity of epididymal muscle.
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Sympathetic innervation controls smooth muscle contractions in all regions of the
epididymal duct and testosterone, estradiol and DHT can interfere with this sympathetic
control to modulate epididymal contractile activity, thereby influencing sperm transit time
through this organ (36, 54, 55). The acceleration of sperm passage in the epididymal duct,
such as seen in the finasteride and post-treatment groups, reduces the time that sperm
are available for epididymal maturation and interferes with sperm quality and some fertility
parameters (31, 37, 56).

The efficiency of implantation, i.e., fertility potential, was clearly compromised in
rats treated with finasteride and may indicate sperm genotoxicity or a problem in sperm
recognition by the oocyte. A decrease in fertility potential is frequently seen as an increase
in postimplantation loss (57). Although there were no significant differences in the
preimplantation loss, gestational rate and fecundity index of the finasteride and post-
treatment groups these data should nevertheless be considered when evaluating patterns
of fertility.

Changes in the fertility parameters of the finasteride and post-treatment groups
cannot be explained solely by a decrease in secretion by the coagulation gland and the
absence of vaginal plug formation (29, 30), particularly since in in utero insemination all of
the females that were previously mated with vasectomized males formed vaginal plugs.
Even in this condition, the fertility potential in the finasteride and post-treatment groups
was lower than in the controls. Since rats produce and ejaculate an excess of qualitatively
normal sperm, insemination in utero of a fixed, critical number of sperm can increase the
probability of detecting a decrease in sperm quality in this species (56).

The changes in fertility described here agree with the recent finding that human
male infertility and an increase in pregnancy loss may be associated with the continuous

administration of small doses of finasteride, possibly because of a negative influence on
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sperm quality and DNA integrity (23). In addition, the interruption of treatment with
finasteride does not ensure immediate recovery from the side effects of this compound.
Although the cessation of treatment with finasteride immediately increases semen volume
the sperm concentration remains below normal for up to four months after treatment (6). A
similar improvement in semen volume has been observed in two other cases of
azoospermia and severe oligospermia six months after stopping treatment with finasteride
(5).

Our findings indicate that the finasteride-stimulated acceleration of sperm transport
through the epididymis compromises sperm maturation, thereby affecting sperm motility,
sperm membrane intactness and fertility potential, and that a 30-day post-treatment
recovery period is insufficient for the restoration of all parameters. Further studies are
required to establish the ideal post-treatment recovery period for the restoration of fertility
parameters, and to determine whether these parameters can indeed be fully restored. Our
findings also suggest that young men who use finasteride as a preventive and palliative

method against androgenic alopecia may be at risk of impaired fertility.
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FIGURE AND TABLE LEGENDS

Figure 1: Schematic epididymis: segmentation for morphometric-stereological analysis (A)

and serum DHT (B) and testosterone (C) measurements in the control, finasteride and

after a 30 days post-treatment groups. ANOVA followed by the Tukey test to serum DHT

measurements and ANOVA followed by the Bonferroni test to testosterone measurements.

b: Significantly different from the control group, p<0.01.
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Figure 2: Photomicrographs of region 2 (proximal caput) of the epididymal caput (A-C) and
transmission electron micrographs of region 2 of the epididymal caput (D-L). Control group
(A, D, G, J), finasteride group (B, E, H, K) and after a 30 days post-treatment group (C, F,
[, L). Note the reduction in the height of the secretory epithelium in the finasteride group
(B, E) compared to the control (A,D) and after a 30 days post-treatment (C, F) groups, and
the presence of basal (b) and principal (p) cells and stereocilia (s) in all groups (D-F).
Cytoplasmic organelles (G-l) were apparent: Golgi complex- Gc, mitochondria - M, rough
endoplasmic reticulum - Rer (D-F) and cell junction complex - Cj, in all groups (J-L). Scale

bars: 10 um (A-C), 4 um (D-F), 1500 nm (G-I) and 500 nm (J-L).
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Table 1: Morphometric-stereological analysis of the control, finasteride and after 30 days

post-treatment groups.

TABLE 1
GROUPS
Control Finasteride Post-treatment P
(n=5) (n=5) (n=5)
Epididymal weight/body weight ratio 1.52+0.08% 1.20+0.16° 1.58+0.23% <0.05
(mg/mg)*
Epithelial height (log pm)* 1.54+0.07% 1.49+0.07° 1.57+0.07% <0.001
Epididymal duct area (log pm®)* 4.42 +0.12° 4.36+0.13° 4.44+0.08% <0.05
Epithelial duct area (log pm?)** 4.27+0.14% 4.05+0.37° 4.23+0.10% <0.0001
Lumenal duct area ( log pm?)** 3.83+0.21% 3.99+0.13° 3.99+0.13° <0.0001
Epididymal volume (10 um®)* 5.90 +0.35° 4.70 +0.60° 6.20 +0.10° <0.05
Epididymal caput volume (10 pm®)* 2.60 +0.20% 2.00 +0.20° 2.60+0.50% <0.05
Epididymal duct volume (%)* 52.74+9.16% 54.44+11.34° 51.60 +10.07% NS
Epithelial duct volume (%)*** 30.10 +7.072 22.80 +6.30° 30.10 #6.25% <0.0001
Lumenal duct volume (%)** 25.50 +14.50° 33.90+15.20° 20.50 +7.20% <0.0001
Interstitial tissue volume (%)** 44.30 +13.20° 43.70 +14.10° 49.40 £9.90° NS

The data are expressed as the meanzSD. The epithelial height, epididymis duct area, lumenal duct area,
epididymal duct volume, epithelial duct volume, lumenal duct volume and interstitial tissue volume were
calculated for region 2 (proximal caput) of the epididymal caput. NS= not significant. *ANOVA followed by the

Tukey test; **ANOVA followed by the Bonferroni test; ***Kruskal Wallis test followed by Dunn’s test.

b: Significantly different from the control group
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Table 2: Sperm counts, motility, epididymal necrospermia and fertility parameters in

natural mating and in utero insemination in the control, finasteride and after a 30 days

post-treatment groups.

TABLE 2

a—

GROUPS
Control Finasteride Post-treatment P
- (n=5) (I’I=5) (n=5)

Daily sperm production (x10°/testis/day)
. 32.94+2 147 30.20+1.80° 29.73+1.68° NS
Sperm transit time in the caput/corpus

e . 3.27+0.34° 1.13+0.28° 2.60+0.34° <0.0001
epididymis (days)
Sperm transit time in the cauda

o . 5.58+0.78° 3.81+1.04° 4.00+0.45° <0.01
epididymis (days)
Motility (%) ** 89.80+4.55° 55.60+8.87" 66.20+6.09° <0.001
Eosin Y staining (live sperm %)* 89.00+1.772 46.00+4.61° 73.4043.19° <0.001
HOS test (live sperm %)* 78.8016.76° 50.00+4.24° 62.0043.24° <0.0001
Gestational rate (NM %)**** 100.00 60.00 40.00 NS
Fecundity index (NM %)*** 100.00+0.002 60.00+41.832 90.00+22.36° NS
Fertility potential (NM %) *** 100.00+0.00? 68.8015.67" 81.1049.60° <0.01
Preimplantation loss (NM %)*** 0.00+0.00? 30.26+12.40° 19.05+13.8° NS
Postimplantation loss (NM %)** 2.02+0.14° 21.64+1.16° 14.60+7.27° <0.001
Gestational rate (Ul % )**** 72.80 27.30 26.40 NS
Fertility potential (IUl %)** 45.07+9.35° 26.46+8.50° 26.3446.02° <0.01

The data are expressed as the meanzSD. IUI = In utero insemination, NM = natural mating, NS = not significant.
*ANOVA followed by the Tukey test; **ANOVA followed by the Bonferroni test; ***Kruskal Wallis test followed by
Dunn’s test; ****Chi-square test with results expressed in percentage.

b: Significantly different from the control group.
c: Significantly different from the control and finasteride groups.
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8- CONCLUSOES

- O tratamento de ratos adultos Sprague Dawley com 5 mg/kg/dia de finasterida durante
15 e 56 dias mostra significativo efeito na redugao dos niveis séricos de DHT.

- A dose de 5 mg/kg/dia de finasterida efetivamente mimetizou a porcentagem de reducgao
dos niveis séricos de DHT observados no tratamento da alopecia androgénica (1 mg/dia
de finasterida) em humanos.

- As andlises morfométricas e estereolégicas do epididimo dos animais tratados com
finasterida por 56 dias (tratamento crbénico) mostraram redugcdo significativa,
especificamente na regido proximal da cabeca do epididimo (R2).

- Os animais submetidos ao tratamento crénico com finasterida durante 56 dias seguido
pela interrupcdo do tratamento por 30 dias mostraram recuperacao significativa dos
parametros morfométricos e estereoldgicos.

- As andlises ultraestruturais corroboram com as analises morfométricas e estereoldgicas
na regiao proximal da cabega do epididimo (R2).

- Nos animais tratados cronicamente com finasterida houve um aumento da velocidade de
passagem dos espermatozoides no epididimo diminuindo o tempo de transito dos
espermatozoides.

- Em decorréncia da diminuicdo do tempo de transito houve diminuicdo na motilidade e
integridade da membrana dos espermatozoides culminando com reducdo de alguns
parametros de fertilidade.

- O periodo de 30 dias de interrupcao de tratamento nao foi suficiente para a recuperacao
desses parametros. Sugerindo a necessidade de um tempo maior de recuperacao ou

esses parametros ndo sao recuperaveis.
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