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Toxicity and antifertility effect of combined-dose transdermal nanocarrier (tamsulosin and dutasteride) during the treatment of benign prostatic hyperplasia.
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Abstact: Benign prostatic hyperplasia is a non-neoplastic proliferative disease that affect older men, increasing the prostate volume. Tamsulosin and dutasteride are the main drugs of choice, however they are afected by the first metabolism, therefore, the transdermal route is an alternative to increase the bioavailability. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of 0.2% microemulsion (tamsulosin and dutasteride) transdermally on the metabolizing organs and male reproductive system. Thirty-six male Wistar rats were used, which were divided into 05 groups: G1- microemulsion control, G2- microemulsion, G3- Dutasteride + tamsulosin orally, G4- oral control and G5- environmental control. During the macroscopic evaluation 100% of the G2 prostate were reduced in volume and histologically, 37% presented hypotrofy, however the G3 only 62.5% presented volume reduction and no histological, hypotrophy, demonstrating that the microemulsion had a greater effect in relation to the oral route. During the evaluation of the antifertility effect, G2 had the lowest number of total spermatozoa (202,500) and with lower viability (60,750), when compared to the oral route. In the present study, the transdermal route was effective in reducing benign prostatic hyperplasia, proving to be an excellent alternative to the traditional oral route.
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Introdução
A hiperplasia prostática benigna (HPB) é uma doença proliferativa não-neoplásica que ocorre apenas no homem, cão e chimpanzé (SIRINARUMITR et al., 2009) e é caracterizada por um aumento da próstata, sendo uma condição muito frequente entre os homens mais velhos (GRATZKE, et al. 2015). Na atualidade, há uma grande variedade terapêutica de administração por via oral para o tratamento da HPB (HONG LEE et al., 2015). Este estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade do nanocarreador transdérmico de dose combinada (tansulosina + dutasterida) em órgãos sexuais, de metabolização e na fertilidade.
Material e métodos
Os experimentos foram desenvolvidos no laboratório de Ciências Fisiológicas/DMV/CCA e Biotério Setorial de Experimentação 01 no Centro de Ciências Agrárias e Centro de Ciências de Saúde da Universidade Federal do Piauí no período de 2020 a 2021. A metodologia desenvolvida neste experimento foi submetida ao Comitê de Ética e Experimentação Animal por meio do projeto guarda-chuva intitulado: "Estudo dos efeitos no sistema reprodutivo e metabólico do nanocarreador transdérmico de dose combinada (tansulosina e dutasterida) durante o tratamento da hiperplasia prostática benigna, registrada n° 642/20
Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, divididos em cinco grupos, dos quais eram três de 8 animais e dois de 6 animais, conforme especificado no quadro 1. Os animais receberam o tratamento durante 42 dias consecutivos a cada 24 horas. Após esse período foram eutanasiados, constatado o óbito, foi realizada a necropsia e coletados fígado, rins, testículos, vesículas seminais e próstata. Para o estudo do efeito antifertilidade, o sêmen foi coletado e realizadas as análises da concentração, motilidade e morfologia espermática.

Quadro 01: Delineamento experimental do ensaio de toxidade do nanocarreador transdérmico de dose combinada (tansulosina + dutasterida) em ratos Wistar. 
	n
	Grupos
	Posologias (veículos)
	Vias de administração

	08
	G1 - Controle microemulsão
	Veículo da microemulsão
	t.d.

	08
	G2 - Microemulsão
	0,2% de tansulosina + dutasterida
	t.d.

	08
	G3 - Controle positivo
	Dutasterida 0,007mg + cloridrato de tansulosina 0,006mg
	v.o.

	06
	G4 - Controle via oral
	Propilenoglicol 3%
	v.o.

	06
	G5 - Controle ambiental
	n.d.a
	n.d.a


Nota: n= número de animais; v.o= via oral; t.d= via transdérmica 
Resultado e discussão
Avaliação da Toxicidade sob os órgãos de metabolização e sexuais

No G1- controle da microemulsão (administração do veículo de microemulsão, por vai transdérmica) foi possível notar em 50% dos animais apresentam discreta palidez no fígado, sendo que 25% desses apresentavam-se reduzidos de tamanho, os demais órgãos não apresentavam alterações macroscópicas.
No G2- microemulsão (0,2% de tansulosina + dutasterida, via transdérmica) cerca de 37,5% dos animais apresentaram discreta palidez no fígado. Além disso, 75% dos animais apresentaram a vesícula seminal com tamanho e peso reduzido e foi possível observar redução da próstata em 100% dos animais, o que pode ser confirmado com Becher et al. (2009) onde a combinação de dutasterida e tansulosina resultou em reduções significativamente nos tamanhos de próstata estudados além de reduzir os maiores subescores de armazenamento e micção.
Já no G3- controle positivo (Dutasterida 0,007mg + cloridrato de tansulosina 0,006mg, por via oral) 100% dos animais apresentaram fígados pálidos, o que pode ocorrer devido a metabolização ocorrer por via hepática, no entanto ainda não existem artigos publicado referentes a hepatotoxicidade dessas substâncias. Houve redução tanto no peso como tamanho da vesícula seminal em 87,5% dos animais e redução da próstata em 62,5%. Quando comparado ao grupo G2 pode-se constatar que a administração por via oral obteve um efeito menor em relação a via transdérmica em relação a redução da próstata. Nos grupos G4- controle via oral (Propilenoglicol 3%) e G5- controle ambiental não houve alterações significativas. 
Tabela : Resultado da Avaliação dos órgãos de metabolização e sexuais através da avaliação do peso absoluto, relativo e volume de ratos tratados com microemulsão de Dutasterida e Tansulosina, na concentração de 0,2%, comparados com grupo controle microemulsão, positivo, controle via oral e controle ambiental.
	Grupo
	G1
	G2
	G3
	G4
	G5

	(g)/
(ml)3
	Abs (g)
	Rel (%)
	Vol (ml)3
	Abs (g)
	Rel (%)
	Vol (ml)3
	Abs (g)
	Rel (%)
	Vol (ml)3
	Abs (g)
	Rel (%)
	Vol (ml)3
	Abs (g)
	Rel (%)
	Vol (ml)3

	Peso corporal
	428,50
	
	437,38
	
	
	453,25
	
	
	425
	
	
	428,17
	
	

	Fígado
	14,46
	3,37
	13,88
	14,25
	3,26
	13,25
	14,64
	3,23
	14,25
	13,96
	3,28
	14,00
	13,00
	3,04
	12,67

	Pulmão
	1,89
	0,44
	3
	1,86
	0,43
	5
	2,05
	0,45
	3
	1,99
	0,47
	3
	2,01
	0,47
	3

	Rim D
	1,53
	0,36
	1,46
	1,52
	0,35
	1,61
	1,42
	0,31
	1,38
	1,56
	0,37
	1,55
	1,46
	0,34
	1,42

	Rim E
	1,50
	0,35
	1,58
	1,49
	0,34
	1,63
	1,39
	0,31
	1,35
	1,51
	0,36
	1,63
	1,40
	0,33
	1,33

	Vesícula Sem.
	0,88
	0,21
	0,93
	0,36
	0,08
	0,63
	0,43
	0,09
	0,58
	0,71
	0,17
	0,73
	0,78
	0,18
	0,90

	Próstata
	0,63
	0,15
	0,7
	0,21
	0,05
	0,30
	0,34
	0,08
	0,40
	0,56
	0,13
	0,60
	0,47
	0,11
	0,6

	Testículo D
	1,89
	0,44
	1,95
	1,56
	0,36
	2,25
	1,82
	0,40
	1,98
	1,87
	0,44
	2,00
	1,82
	0,43
	1,95

	Testículo E
	1,81
	0,42
	1,94
	1,45
	0,33
	1,69
	1,92
	0,42
	1,99
	1,78
	0,42
	1,88
	1,81
	0,42
	2,00



Avaliação da Motilidade e Concentração espermática

Exame de sêmen deve incluir a avaliação da concentração, motilidade e morfologia das células espermáticas (COOPER, 2010). A motilidade espermática é avaliada manualmente e subjetivamente ou por meio de um sistema CASA-Mot (VERSTEGEN et al., 2012), o modo subjetivo é feito por meio da pré-diluição do sêmen e da observação em microscopia óptica com a graduação em porcentagem das células em movimento, sendo que o vigor é avaliado em uma escala de 0 a 5 pontos (VARNER, 2008).
Durante o experimento foi possível observar que o G1 (controle da microemulsão) na avaliação de motilidade apresentou o menor percentual quando comparado ao G5 (controle ambiental) e os demais grupos do experimento, podendo ocorrer alguma interferência do veículo sob a motilidade espermática. Os grupos G2 (microemulsão) e G3 (controle positivo) apresentaram motilidade similares, no entanto essas foram mais baixas do que a do G5, o que condiz com os achados dos autores Kim, Larson e Andriole (2016) que citam os efeitos colaterais da dutasterida e tansulosina sob sistema reprodutivo masculino, dentre eles: impotência, diminuição da libido, diminuição do volume de ejaculação e ginecomastia. O grupo G4 (controle via oral) em comparação ao G5 apresentou menor motilidade, no entanto, sua motilidade foi superior à do G3.
Em relação a concentração espermática, o grupo G1 obteve o maior número total de espermatozoide /mm3, no entanto a viabilidade desses foi menor que a do grupo G5. Já o G2 obteve a menor concentração e viabilidade espermáticas se comparado ao G5 e aos demais grupos o que foi constatado pelos autores Hellstrom, Smith, Sikka, (2005) que realizaram um estudo para elucidar a fisiopatologia disfunção ejaculatória relacionada aos bloqueadores adrenoceptores α1 e constataram que houve uma diminuição no volume de ejaculação de mais de 20% em 90% dos indivíduos durante o tratamento com tansulosina, ao se utilizar a via transdérmica é possível que os fármacos obtiveram maior efeito sob os órgão se comparados a via oral quando parte do medicamento é perdida durante a metabolização. O G3 possui uma concentração maior que o G4, porém possui menor viabilidade se comparado a este.
Em relação à morfologia espermática, observou-se maior frequência de alterações nos espermatozoides do grupo G4 em relação aos demais grupos. O grupo G2 apresentou uma maior porcentagem em relação ao G3 e os grupos G1 e G5 obtiveram a mesma porcentagem de alterações como podemos observar na tabela 2. As patologias espermáticas mais encontradas foram cabeça gigante, cabeça isolada, cauda curvada (leve, moderada e forte) e gota na cauda. Estes defeitos podem ocorrer devido a mudanças primárias (falha na espermatogênese no testículo), secundárias (durante a passagem dos espermatozoides no epidídimo) ou ainda terciárias (erros durante a manipulação em laboratório) (TENORIO et al, 2011).

Tabela 03: Efeito da microemulsão tansulosina + dutasterida (2%) sobre a viabilidade espermática.
	Grupo
	Nº Total
de Sptz
	Nº de
Sptz Viáveis
	Motilidade (%)
	Defeito de
cauda (%)
	Defeito de
Cabeça (%)

	G1
	337.500
	67.500
	16,00%
	7%
	3%

	G2
	202.500
	60.750
	33%
	3%
	6%

	G3
	292.500
	87.750
	34%
	4%
	3%

	G4
	275.000
	110.000
	44%
	3%
	8%

	G5
	310.000
	186.000
	59%
	5%
	5%


Conclusão
No presente estudo da atividade antiandrogênica a microemulsão de dutasterida e tansulosina 2%, foi capaz de promover a regressão da próstata, juntamente com a vesícula seminal, no entanto causou efeito sob a fertilidade reduzindo o número espermatozoides viáveis bem como a motilidade deste semelhante a via tradicional. No entanto, o histopatológico mostrou a microemulsão nos órgãos de metabolização causou alterações menores que a via tradicional e também foi mais eficaz na redução da próstata.
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