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RESUMO

O hipogonadismo é uma sindrome altamente prevalente, relacionado com disfungéo
erétil (DE), baixo libido e alteragbes de massa corporal. O diagnéstico é baseado em
sintomas clinicos e valores subnormais de testosterona (T). O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de diferentes doses de degarelix,um antagonista do receptor do GnRH
(hormonio liberador de gonadotrofinas), na T sérica e relacionar os valores com a
histomorfometria do pénis de ratos Wistar. Animais foram divididos em 6 grupos:
controle (n = 9-10): animais intactos recebendo veiculo (solugdo manitol 5%) ; Orquiec
+ veiculo (n = 7-7): animais submetidos a orquiectomia bilateral e recebendo veiculo;
Degarrelix 200 (n = 8-10): animais intactos recebendo doses de degarelix 200 ug/Kg;
Degarrelix 400 (n = 8-9): animais intactos recebendo doses de degarelix 400 ug/Kg;
Degarrelix 600 (n = 6-9): animais intactos recebendo doses de degarelix 600 ug/Kg e
Degarelix 800 (n = 8-10): animais intactos recebendo doses de degarelix 800 pg/Kg. A
cada dez dias, durante 60 dias, os animais receberam solucbes de degarelix ou
veiculo via subcuténea (sc). O conteudo de musculatura lisa, colageno e fibras
elasticas do corpo carvernoso (CC) foram avaliados por morfometria microscépica
especifica. T sérica foi mensurada por quimioluminescéncia. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando valores de P foram < 0,05. Ao
longo do estudo, a T sérica nos grupos Orquiec + veiculo, Degarelix 600 e 800 foi
semelhante, atingindo niveis similares aos castrados. O grupo Degarelix 400 atingiu
niveis de T sérica similar aos castrados somente apdés a quarta administragdo (P
<0,001). Apds 60 dias de tratamento, nos mesmos grupos citados acima, os niveis de
T atingiram os observados nos animais castrados (P <0,001). O peso corporal
aumentou nos grupos Controle e Orquiec + veiculo quando comparados os dias 0 e 60
(P = 0,001), porém comparando os grupos entre si no dia 60 houve menor peso
corporal no grupo Orquiec + veiculo quando comparado ao grupo controle (P = 0,001).
O conteudo de musculatura lisa trabecular foi menor no grupo Orquiec + veiculo
comparado aos grupos Controle e Degarelix 200 (P = 0,003). O contetdo do espago
sinusoidal foi menor em todos os grupos comparados ao Controle (P<0,001). Estes
resultados mostram que doses crescentes de degarelix sdo capazes de induzir queda
nos niveis séricos de T compativeis com hipogonadismo, em ratos. Diferentes doses
de degarelix produziram niveis de T similares aos de animais normais e castrados,
mas com todas as doses utilizadas houve alteracdo da estrutura do CC peniano de

ratos.

Palavras-chave: Niveis de T. Degarelix. Hipogonadismo. Histomorfometria. Modelo
animal.



ABSTRACT

Hypogonadism is a highly prevalent syndrome and is associated with erectile
dysfunction (ED), low libido and changes in body mass. The diagnosis is based on
clinical symptoms and subnormal values of testosterone (T). The aim of this study was
to evaluate the effect of different doses of degarelix, an antagonist of the gonadotropin
releasing hormone (GnRH) receptor, on serum T and to associate serum T with penile
histomorphometry in Wistar rats. Animals were divided into 6 groups: Control (n = 9-
10): intact animals receiving vehicle (5% mannitol solution); Orchiec + vehicle (n= 7):
animals that underwent bilateral orchiectomy and received vehicle; Degarelix 200 (n =
8-10): intact animals receiving doses of degarelix at 200 ug/Kg; Degarelix 400 (n = 8-
9): intact animals receiving doses of degarelix at 400 ug/Kg; Degarelix 600 (n = 6-9):
intact animals receiving doses of degarelix at 600 ug/Kg and Degarelix 800 (n = 8-10):
intact animals receiving doses of degarelix at 800 ug/Kg. Every 10 days, for 60 days,
the animals received vehicle or solutions of degarelix subcutaneously (s.c.). The
content of smooth muscle, collagen and elastic fibers of the corpus cavernosum (CC)
were evaluated by specific microscopic morphometry. Serum T was measured by
chemiluminescence. The results were considered statistically significant when P values
were < 0.05. Throughout the study, the serum T in Orchiec + vehicle, Degarelix 600
and Degarelix 800 groups decreased, and Degarelix 400 group reaching similar levels
after the fourth administration (P<0.001). After 60 days of treatment, in the same
groups above mentioned, T levels reached those observed in the castrated animals
(P<0.001). Body weight increased in both Control and Orchiec + vehicle groups, when
comparing day 0 and day 60 (P=0.001), but when comparing the groups on day 60,
rats had a lower body weight in the Orchiec + vehicle group compared with the Control
group (P = 0.001). The quantity of the trabecular smooth muscle was lower in Orchiec
+ vehicle group compared with the Control and Degarelix 200 groups (P=0.003). The
area of the sinusoidal space was lower in all groups compared with the Control group
(P<0.001). These results demonstrate that increasing doses of degarelix are able to
decrease serum T levels to the levels observed in rats with hypogonadism. In
conclusion, degarelix produced T levels similar to those of normal and castrated
animals, depending on the dose, and all doses of degarelix (200-800 ug/Kg) modified

the structure of the penile CC of rats.

Key-words: T levels. Degarelix. Hypogonadism. Histomorphometry. Animal model.
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1 INTRODUGAO

1.1 ANATOMIA E HISTOMORFOMETRIA DO PENIS

O corpo principal do pénis & constituido por trés estruturas eréteis, dois
corpos cavernosos (CC), direito e esquerdo, e o corpo esponjoso 0 qual &
mediano. A superficie posterosuperior do pénis durante a erecdo é chamada
dorsal, e a superficie oposta € a ventral. Os CC formam a maior parte do corpo
do pénis, ocupando a face dorsal do mesmo e sido separados por um septo
fibroso mediano incompleto, o qual permite que a circulagdo sanguinea entre
os dois corpos seja efetuada. O corpo esponjoso situa-se ventralmente aos CC
e é atravessado pela uretra. Envolvendo os corpos esponjoso e cavernosos,
localiza-se um envoltério fibroso denso, a tunica albuginea. (SUSAN et al.,
2008).

Semelhantemente ao homem, o pénis do rato possui um par de CC,
situados dorsalmente ao corpo esponjoso, além de fascias, nervos e vasos,
todos recobertos pela pele, e a da tunica albuginea envolendo os corpos
eréteis. Porém, algumas diferengas podem ser observadas entre estas duas
espécies. No rato os CC estdo unidos entre si, mas separados no homem
como ja mencionado. Além disso, existe um processo 6sseo localizado
distalmente no pénis do rato (QUINLAN et al., 1989), o que nado acontece no
pénis humano.

O CC é a principal estrutura envolvida na erecdo, sendo composto por
fibras musculares lisas, vasos sanguineos, terminais nervosos autbnomos e
matriz intersticial composta principalmente por colageno e sistema elastico,
permitindo alongamento e rigidez na erecédo e elasticidade adequada para o
retorno ao estado flacido (GOLDSTEIN et al.,1985; PINHEIRO et al.,2000). O
conteudo do corpo cavernoso trabecular € composto principalmente de
musculatura lisa trabecular e matriz de tecido conjuntivo extracelular (MEC)
(NEHRA et al.,1996).

Pinheiro e colaboradores (2000) observaram que o corpo cavernoso do
rato € marcadamente diferente do humano em conteudo e organizagao,
contendo menor quantidade de células musculares lisas, melhores quantidades

de colageno e com a presencga de colageno fibrilar e células musculares lisas
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em camadas subendoteliais, e por isso ressaltou a importancia de considerar
estes resultados quando utilizados modelos de ratos para eregcdo em
experimentos (PINHEIRO et al.,2000).

As células musculares lisas do pénis do rato tém uma localizacéo
discreta na trabécula, na regido subendotelial do CC e foram encontradas
como menor constituinte do corpo cavernoso, representando 9,1% da
densidade volumétrica do mesmo (PINHEIRO et al.,2000), enquanto que no
homem a porcentagem meédia de conteudo de musculatura lisa trabecular foi
encontrada em uma faixa de 42 a 50% (NEHRA et al.,1996). A musculatura
trabecular lisa também sintetiza tecido conjuntivo, como o colageno, mostrando
uma possivel regulagdo da sintese e degradagédo de tecido conjuntivo pelas
células da musculatura lisa trabecular (NEHRA et al.,1995).

O colageno é encontrado como componente predominante da trabécula,
compreendendo 62,7% de densidade volumétrica do corpo cavernoso do rato.
Estdo dispostos em feixes densos trabeculares e fibrilas no espaco
subendotelial do corpo cavernosos do rato consistindo principalmente os tipos
de colageno | e |lll, respectivamente. Os feixes grossos de colageno
observados na trabécula acabam por serem proteinas estruturais importantes
por se tratar de tecido submetido a fortes alongamentos (PINHEIRO et
al.,2000). O colageno tipo | € o mais comum e acomete cerca de 90% do
colageno total nos mamiferos. (NORTON, 1993; HENRIKSEN et al. 2011). O
tipo Ill é geralmente associado com o tipo | em diferentes proporcdes
(NORTON, 1993). O colageno tem grande importéncia ao conferir forca de
tensao ao tecido, porém seu acumulo é frequentemente prejudicial . Em tecidos
lesionados, pode-se observar o aumento do conteudo de colageno com maior
quantidade de fibras espessas (RICH e WHITTAKER, 2005).

Calvi e colaboradores (2012) examinaram métodos histologicos e
histomorfométricos para a quantificagdo de colageno comparando coloragdes
histolégicas como Hematoxilina-Eosina (HE), Tricrébmico de Masson, Reticulina,
Picrossirius e reagdo imunohistoquimica para colageno LILII, IV e V. Para a
quantificacado histomorfométrica foi utilizado programa de computador
UTHSCSA. (CALVI et al., 2012). Os métodos que apresentaram maior
facilidade para quantificacdo de colageno foram Masson e Picrossirius. O

método de imunohistoquimica pode identificar varios tipos de colageno, porém
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possui alto custo e maior complexidade na técnica (CALVI et al., 2012).
Métodos tradicionais para detec¢do de fibras colagenas, como Van Gieson e
varias formas de tricrémicos, podem falhar ao revelar muitas fibras de colageno
finas, podendo subestimar a quantidade de colageno. (KIERNAN, 2000).

Tecidos que sdo submetidos constantemente a forga de tensao, como o
pénis, sdo ricos em fibras elasticas. As fibras elasticas sdo grandes e
complexas macromoléculas da MEC. S&o importantes porque conferem
propriedades mecanicas criticas em tecidos elasticos e regulam o destino de
células em tecidos em desenvolvimento, como vasos sanguineos. (KIELTY et
al., 2002). As fibras elasticas foram encontradas como principal componte da
MEC de pénis de coelho (MAIA et al., 2006).

A concentragao de fibras elasticas em homens adultos representa 9% do
volume do corpo cavernoso (SATTAR et al., 1994), diferentemente do rato que
possui uma menor concentracdo, equivalente a 4,9%. Além disso, possuem
também diferente organizacdo no CC do rato comparado ao homem
(PINHEIRO et al.,2000).

Analises morfométricas de componentes teciduais e celulares podem ser
usadas para diagnosticos e progndsticos: tém como objetivo eliminar a
subjetividade e aumentar a reprodutibilidade (ANDREA et al., 2008). A
metodologia estereoldgica, com a coloragdo de Weigert, pode ser usada para
determinar a densidade volumétrica de fibras elasticas no pénis de rato
(PINHEIRO et al.,2000), podendo evitar vieses de super ou subestimativa de
estruturas que ocorrem em analises de imagem automatica ou semiautomatica
(SATTAR et al., 1994).

1.2 ERECAO E DISFUNCAO ERETIL

As estruturas acima mencionadas (musculatura lisa, fibras colagenas e
elasticas) sdao de grande importédncia para a funcao erétil. Varios estudos
comprovam a relacdo do conteudo do CC com o funcionamento normal da
erecao e sua disfungado na auséncia de integridade destas estruturas. (NEHRA
et al.,1996; CLARO et al., 2005; CABRINI et al., 2006; COSTA et al., 2006;
SHAMLOUL & GHANEM, 2013)
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Para o processo de eregdo do pénis estdo envolvidos o aumento do
fluxo arterial peniano, o relaxamento da musculatura lisa cavernosa e a
compressao do retorno venoso. Sob estimulagdo sexual, ocorre um impulso
nervoso que promove a liberagcdo de neurotransmissores do nervo cavernoso e
fatores de relaxamento de células endoteliais do pénis levando ao aumento do
fluxo sanguineo devido ao relaxamento da musculatura lisa de artérias e
arteriolas penianas. O relaxamento da musculatura lisa trabecular e a oclusao
do retorno venoso, gerado pela compressao do plexo venular existente entre
as trabéculas e tunica albuginea, promovem a expansao do espago sinosoidal
(LUE, 2000)

A ativacdo de receptores adrenérgicos nas artérias cavernosas e
musculatura lisa trabecular levam a uma redugéo no fluxo sanguineo e colapso
dos espacgos lacunares (sinusodides), que por sua vez descomprimem o plexo
venular cavernoso permitindo o retorno venoso, e assim gerando a
detumescéncia do pénis (SHAMLOUL & GHANEM, 2013). A resposta erétil no
pénis do rato, em comparagcdo com homem, envolve basicamente a mesma
sequéncia de eventos e muitos dos mesmos neurotransmissores, porém
podendo haver alguma diferenga no mecanismo de veno-oclusdo (MILLS et al.,
1996).

Quando ha inabilidade de atingir e manter uma eregao suficiente para
uma relagdo sexual satisfatéria diz-se que ocorreu o processo de disfungao
erétii (DE) (CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE STATEMENT,
1993). Esta € uma desordem médica comum que atinge principalmente
homens com mais de 40 anos de idade. (LEWIS et al., 2010). Estima-se que a
prevaléncia de DE alcance aproximadamente 322 milhdes de casos no ano de
2025, um aumento aproximado de 170 milhdes desde o ano de 1995 (AYTA et
al, 1999).

Muitos fatores estdo envolvidos na DE, fatores psicolégicos como o
medo de falhar durante a relagdo, fatores neurolégicos como esclerose
multipla, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer e fatores de risco para a
insuficiéncia arterial do pénis como hipertensao, hiperlipidemia, fumo, diabetes
mellitus (DM), além de fatores endocrinos (SHAMLOUL & GHANEM, 2013).
Muitos fatores de risco cardiovasculares, prognosticos para doenga
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cardiovascular (DCV), também estao associados com DE (GIULIANO, 2008),
sendo a propria DE reconhecida como forte preditor de DCV (NEHRA et al.,
2012).

A disfuncédo endotelial esta rigorosamente associada com DE, ja que o
endotélio é fundamental para a fisiologia da erecdo (GIULIANO, 2008). O
endotélio vascular, a partir de estimulos, libera fatores que alteram a
contratiidade e relaxamento da musculatura lisa vascular, sendo assim
importante para o controle do fluxo sanguineo (PRIETO, 2008). Fumo,
hipercolesterolemia e diabetes sao condi¢gdes que levam a deficiéncia arterial e
alteracdo no relaxamento muscular gerando alteragbes na estrutura e
circulagcado do pénis, portanto, associadas com prejuizo funcional de nervos e
endotélio (ANDERSSON, 2003). A Hipertensao e a exposi¢gao ao fumo nao sao
os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de DE, porém de
forma independente ou junto com outras comorbidades elevam o risco de

comprometer a fungéo erétil (CELLEK et al.,2012).

A disfungdo endotelial também esta comumente relacionada com
diminuicdo de produgao de 6xido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide), mediador
da erecdo peniana (BURNETT, 2006), e consequente diminuicdo do
relaxamento da musculatura lisa (GIULIANO, 2008). O NO neurogénico,
gerado pela oxido nitrico sintetase neuronal (NOSn), é o fator mais importante
na mediacao para o relaxamento de vasos e o0 corpo cavernoso do pénis,
enquanto que o NO endotelial, gerado pela 6xido nitrico sintetase endotelial
(NOSe), é considerado essencial para manter a erecdo (ANDERSSON, 2003).
Em estudo experimental, observou-se que ratos submetidos a estimulacio
elétrica do nervo cavernoso, apresentavam aumento da NOSn, dando inicio a
erecao e que posteriormente, em coordenacdo com a NOSe, ocorria a
manutencdo da ereg¢do, concluindo que a NOSn é importante para ambas
iniciacdo e manutencéo da eregao peniana (HURT et al., 2012).

Outros componentes importantes para a manutengéo da eregao peniana
sdo as células da musculatura lisa do CC, envolvidas no aumento da pressao
intracavernosa (PIC) (GOLDSTEIN et al.,, 1982). A porcentagem média da
musculatura lisa trabecular de pacientes normais varia entre 42 e 50%. Em

pacientes vasculogenicamente impotentes foi observada uma diminuicdo da
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musculatura entre 28 e 35% (NEHRA et al., 1996). Em estudo clinico
comparando pacientes com DE grave, com e sem deficiéncia arterial, e
cadaveres presumidos para terem sido potentes (controles), foram
quantificadas as fibras musculares lisa do pénis destes pacientes e
correlacionadas com deficiéncia arterial. Foi encontrado que a concentracao
meédia de musculatura lisa no grupo controle foi de 41,15%, no grupo DE grave
sem insuficiéncia arterial foi de 27,24% e no grupo DE grave comdeficiéncia
arterial foi de 25,74%, ou seja, a proporgdo de musculatura lisa no grupo
controle permaneceu dentro da normalidade, no entanto houve diminuicdo da
quantidade de musculatura lisa nos pacientes com DE grave, sem interferéncia
aparente do fluxo arterial, resultado provavelmente gerado por uma doencga
cronica ou fator de risco vascular como DM ou fumo (CLARO et al., 2005). Por
outro lado, em outro estudo quantidades similares de musculatura lisa e
colageno foram observadas no CC de pacientes com DE (COSTA et al., 2006).

Existe uma associagdo entre ineficiéncia do retorno venoso com
diminuicdo da musculatura lisa trabecular da area total de tecido erétil
observada em pacientes impotentes, sugerindo o desenvolvimento de
alteragdes fibréticas e pobre expansdo trabecular que geram inadequada
resisténcia no retorno venoso e entao restringem a expanséo do tecido erétil,
impedindo a compressdo das veias subtunicas. Esta fibrose corpérea pode
ocorrer devido a anormalidades da regulagdo da sintese e degradacao de
colageno, secundariamente associadas a uma isquemia cronica local (NEHRA
et al., 1996).

As alteragds fibréticas que ocorrem no pénis possivelmente envolvem
mecanismos moleculares. Foi confirmado o aumento do fator transformador de
crescimento beta 1 (TGF-B1) em pacinetes com DE de varias etiologias
(CABRINI et al., 2006). O TGF-B1 é uma citocina que ativa fibroblastos e leva a
fibrose. Seu aumento pode levar a uma deposi¢cdo progressiva de MEC e
fibrose tecidual (BORDER & NOBLE, 1994). A expressdao de TGF-f1 e seu
ativador, trombospondina 1 (TSP1), foram encontradas aumentadas em
pacientes com DE ou poés prostatectomia comparado a pacientes normais,
podendo haver interacdo do ativador TSP1 com a via fibrética de TGF-B1como
um provavel mecanismo associado com DE (CABRINI et al., 2006). Sendo

assim, estas mudancas de expressao proteica podem caracterizar o passo
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inicial da via fibrética relacionada com a DE em amostras de tecido peniano
humano (CABRINI et al., 2006).

As fibras elasticas sao importantes para obter firmeza na erecéo,
podendo sua perda gerar diminuicdo da resisténcia na dilatacdo durante a
erecao e assim diminuir a pressao. A diminui¢ao nas fibras do sistema elastico
no CC de pacientes com DE também pode ser observada, a qual pode levar a
perda de capacidade elastica e pejudicar a eregdo (COSTA et al., 2006).

Outra questao bastante discutida, além da associagdo DE e estruturas
do CC, ¢é a relacao idade e DE. A prevaléncia e severidade da DE aumentam
com a idade (SHAMLOUL & GHANEM, 2013). Da mesma forma, sabe-se que
existe uma relagdo de perda de fungédo endotelial com a idade (TADDEI et al.,
1995). Assim, a associagdo entre idade e disfungdo endotelial pode ser uma
explicacdo para o aumento de prevaléncia de DE em homens mais velhos
(GIULIANO, 2008).

Foi encontrada relagado da idade com expressdo aumentada de colageno
e diminuicdo de expressdo de musculatura lisa em tecido cavernoso humano
(LAGODA et al., 2013). Semelhantemente, em ratos mais velhos notou-se
diminuicdo da razdo quantidade de musculo liso trabecular/tecido conjuntivo,
onde o conteudo de musculatura lisa em ratos jovens foi de 42,1%, semelhante
a biopsias de homens normais (40 a 52%), e em ratos mais velhos velhos foi
27% também semelhante a homens com disfungédo veno-oclusiva (10 a 25%)
(BAKIRCIOGLU et al., 2001). Notou-se ainda diminigdo na expressao e
quantidade, respectivamente, de duas substancias presentes nas células
musculares lisas trabeculares e também envolvidas na regulagdo do NO
(caveolina 1 e cavéola) nos animais mais velhos. Portanto, a diminuigdo destas
substancias e da razdo musculatura lisa trabecular/colageno podem contribuir
para a DE com a idade (BAKIRCIOGLU et al., 2001). Ainda neste sentido, a
diminuicdo das atividades da NOSn e NOSe também estdo associadas com
prejuizo da fungdo erétil relacionada com a idade, provavelmente pelo
envolvimento do estresse oxidativo (ANDERSSON, 2003).

O fator idade tem ainda significante relagdo endocrinolégica com a DE.

A testosterona tem importante fungdo na atividade da NOS, por exemplo
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(MILLS et al., 1996), e sua deficiéncia esta fortemente associada com o avango
da idade (TRAISH et al., 2011).

1.2.1 Testosterona x Erecéo

A deficiéncia de testosterona (DT), ou hipogonadismo, é altamente
prevalente e esta associada com a idade e com comorbidades médicas
comuns como obesidade, diabetes mellitus 2 (DM2) e hipertensdo(TRAISH et
al., 2011), as quais também estao relacionadas com DE. Fadiga, diminuigdo de
libido, estado negativo de humor e a propria DE sao sintomas clinicos de DT
(ANDERSSON, 2003), sendo a disfungao sexual o sintoma mais especifico de
hipogonadismo de inicio tardio em homens de idade avangada (Wu et al,,
2010). Segundo Wu e colaboradores (2010), a DT pode ser identificada por
sintomas de diminuicdo da frequéncia de eregao matinal, diminuicdo de
pensamentos sexuais e DE, combinados com baixos niveis de T total e livre.

A testosterona esta amplamente envolvida na funcdo erétil. Exerce
efeitos centrais e periféricos, atuando sobre o sistema Nervoso Central (SNC),
neurbnios motores espinhais e na regido genital. Centralmente atua na
liberacdo de neurotransmissores como o NO, e perifericamente modula
componentes envolvidos na fungao erétil como estrutura, funcédo e inervacao
das células musculares lisas trabeculares, funcdo endotelial dos vasos
penianos e propriedades fibroelasticas dos CC. Parte da resposta central da
testosterona é mediada através de efeitos na libido e desejo sexual (GURBUZ
et al., 2008; ISIDORI et al., 2014) A revisdo de Traish e Guay (2006), mostra a
participacdo dos androgénios na regulagao de componentes celulares e em
varias vias de sinalizagdo do CC, como na expressao e atividade da NOS,
fosfodiesterase tipo 5 (PDES), enzima que metaboliza GMPc (estimulado pelo
NO para o relaxamento da musculatura lisa) (LUE, 2000), e receptores a
adrenérgicos. Estes horménios também estdo envolvidos na regulacdo do
crescimento celular da musculatura lisa e sua resposta a vasodilatadores, do
metabolismo do tecido conjuntivo e deposi¢cdo de MEC, da diferenciagcao de
células progenitoras do estroma vascular em linhagens miogénicas e
adipogénicas e manutencédo da estrutura e fungcédo neural (TRAISH & GUAY,
2006; GURBUZ et al., 2008;TRAISH, 2009). Alteragdes nestas vias podem
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levar a falha no preechimento de sangue do pénis e reducdo do fluxo
sanguineo resultando em aumento do retorno venoso e prejuizo do mecansimo
de veno-oclus&o, assim contribuindo para a DE (TRAISH et al., 1999; TRAISH
& GUAY, 2006; Traish, 2009).

Tanto a experimentacdo animal quanto a pesquisa humana indicam
relagcao entre DT e DE, principalmente no que se refere a estrutura do CC. Em
coelhos, ambas as castragbes médica (agonistas LHRH), e cirurgica
(orquiectomia) diminuiram conteudo, espessura e organizagdo da musculatura
lisa do CC com aumento de tecido conjuntivo, sugerindo a ocorréncia de morte
celular progamada (apoptose) desse tecido muscular. A PIC, parametro de
avaliacdo da resposta erétil, também foi prejudicada, porém nado houve
alteracdo na via do NO devido a ablagdo androgénica (TRAISH et al., 2003).
Também em coelhos, a ablagdo reduziu a PIC, a densidade receptores
adrenérgicos-a1 e conteudo de musculatura lisa significativamente, e a Terapia
de Reposicdo com Testosterona (TRT) restaurou estes parametros a niveis
normais (TRAISH et al.,, 1999). Ainda nesta espécie, Traish e colaboradores
(2005) observaram que a privagao androgénica gerou um acumulo de células
adiposas na regiao subtunica do CC acompanhado de reduzida resposta erétil
(PIC), sugerindo uma possivel fungdo dos androgénios na modulagéo da
diferenciagdo das células progenitoras do estroma em linhagem miogénica e
no deslocamento dessa diferenciagdo para a linhagem adipogénica quando na
auséncia destes hormoénios. A hipotese de que os androgénios inibem a
diferenciagao das células progenitoras do estroma em adipdcitos e promovem
diferenciagdo em musculatura lisa ja havia sido anteriormente postulada em
estudos in vitro (BHASIN et al., 2003).

Em ratos, assim como em coelhos, a ablagcdo androgénica promove
alteracdes estruturais no CC, como por exemplo, no conteudo de musculatura
lisa, e TRT é capaz de reverter estas mudangas morfologicas (ROGERS et al,
2003; GURBUZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2012). No homem, a ablagdo na
forma de castragdo médica ou cirurgica diminui a libido e a atividade sexual,
prejudicando a fungdo erétii (ROSSEAU, 1988). A TRT para homens
hipogonadicos com DE €& conhecida na restauragdo da funcdo erétil e desejo
sexual, principalmente em homens jovens e saudaveis (TRAISH & GUAY,

2006). Pacientes hipogonadicos (com baixos niveis de testosterona total e
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livre) avaliados com DE e recebendo TRT foram avaliados quanto ao impacto
da suplementacao de testosterona na funcao erétil e satisfagcdo sexual em 1, 3
e 6 meses apos tratamento. A funcao erétil apés 1 més de TRT melhorou mas
nao foi sustentada nos meses restantes, podendo a etiologia da DE nao ser
endocrina mas talvez psicogénica. A libido aumentou apds a TRT e se manteve
em todo periodo de tratamento, resultado ja esperado uma vez que a libido &
dependente de um adequado meio hormonal (MULHALL et al., 2004) Contudo
ainda permanece questionavel a melhora da fungdo erétii com o uso de
suplementacao de T. Rhoden e colaboradores (2002a) avaliaram a relagao
entre variagao nos niveis de testosterona de 1.071 homens (com idade média
de 60,7 anos) na fungao erétil e ndo encontraram relagdo de DE com niveis de
testosterona total, mas sim com a idade. A testosterona n&o mostrou
correlagdo com a idade. Meses mais tarde, Rhoden e colaboradores (2002b),
novamente ndo observaram correlacdo de DE ou grau de DE com nivies
séricos de testosterona total em homens normais, todavia notaram que a
frequéncia da ocorréncia de DE aumentou com a idade, corroborando assim
com a literatura onde a relagdo DE e androgénios é bastante controversa.

A relacdo da idade e DE, e idade com declinio de testosterona muitas
vezes vem justificar o significado da T na DE (GOOREN & SAAD, 2006).
Segundo o estudo epidemioldgico Massachusetts Male Aging Study (MMAS),
em 2004, a taxa de incidéncia de deficiéncia androgénica foi de 12,3 por 1.000
pessoas/ano, e esta taxa aumentou significativamente com a idade. Pode-se
esperar cerca de 481.000 novos casos de deficiéncia androgénica por ano em
homens americanos entre 40-69 anos de idade (ARAUJO et al., 2004).

Estudos animais também apontam associagao entre idade e alteracoes
que possam levar a DE. Com base em que a cessagao do crescimento
peniano do homem e do rato esta relacionado com diminuicdo especifica
tecidual no numero de receptores androgénicos (RA) no pénis, foram
determinados os niveis de RNAmM do RA no CC de pénis de ratos com 16, 19,
22, 27, 52 e 90 dias de idade. Os niveis de RNAm do RA diminuiram
significativamente com a idade e permaneceram quase indetectaveis nos
animais de 52 e 90 dias, com apenas uma baixa quantidade persistindo no
pénis dos animais adultos (GONZALEZ-CADAVID et al., 1991). Outro trabalho

mostrou aumento na porcentagem de colageno com a idade, particularmente a
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quantidade dos subtipos lll e IV, podendo ser um dos mecanismos pelo qual o
processo de idade influencia na DE, isto €, o processo da idade pode facilitar a
fibrose no CC e principalmente a deposigao de colageno tipo IV na membrana
basal, contribuindo para uma menor distensdo do pénis (LIN et al., 2001). Este
estudo ressalta ainda a importancia das limitacbes na extrapolacido de
resultados em ratos para humanos uma vez que influencias hormonais e
bioquimicas podem ser diferentes (LIN et al., 2001).

Na pratica clinica, em pacientes com DE s&do administrados
primeiramente os inibidores da PDE5 (PDE5-I), classe farmacolégica utilizada
para manter a eregdo em homens com DE (GIULIANO, 2008), porém outros
tipos de tratamento devem ser considerados em caso de falha destas
substancias. Muitos homens com falha na resposta aos PDES-I parecem ter
uma deficiéncia de testosterona, e a reposicdo desse hormébnio acaba
restaurando esta resposta (GOOREN & SAAD, 2006). A terapia de reposi¢cao
hormonal e PDES-I vém sendo utilizados de forma isolada ou em terapia de
combinagdo em diferentes casos de DE com hipogonadismo (ISIDORI et al.,
2014). A administracao de testosterona provou melhorar a resposta aos PDE5-I
com consequente melhora da fungao erétil, ja que os PDE5-I se mostram
inefetivos na deficiéncia androgénica (TRAISH & GUAY, 2006). Entretanto, na
revisdo de lIsidori e colaboradores (2014), os PDES5-I aparecem sendo
utilizados como tratamento possivelmente exclusivo para pacientes com DE e
baixos niveis de testsoterona uma vez que o desempenho sexual, a qual
melhora com os PDES5-I, esta relacionada com consequente aumento dos
niveis de testosteona circulantes, podendo entdo o TRT ndo se fazer
necessario (ISIDORI et al., 2014). Janjic e colaboradores (2012) observaram
que a testosterona sérica aumentou transitoriamente em ratos que receberam
dose unica de Sidenafil (farmaco PDES5-I) apds 1 e 2 horas de tratamento,
resultado significante considerando o efeito postivo do hormdnio na ativivade
sexual (JANJIC et al., 2012).

Contudo, apesar de todas as observagdes supracitadas, a relacdo dos
androgénios com NO, fibras nervosas, PDES e até mesmo com DE ainda é
encontrada de forma bastante contraditoria (ISIDORI et al., 2014). A DT e o
desejo sexual sdo bastante discutidos. Em homens com hipogonadismo

primario (falha testicular na producédo de testosterona) (TRAISH & GUAY,
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2006), a eregao nao é alterada quando em resposta a estimulacédo visual,
mostrando que o androgénio nao € essencial a erecdo (BANCROFT & WU,
1983). Eregbes noturnas se mostram dependentes de androgénio, porém
eregdes induzidas sexualmente ndo, ou seja, outras vias ndo dependentes de
androgénios podem estar envolvidas neste tipo de eregcdo (TRAISH & GUAY,
2006; GURBUZ et al., 2008). Pacientes que fazem o uso de agonistas do
horménio liberador do horménio luteinizante (LHRH) no tratamento da
hiperplasia prostatica benigna (HPB) ou céncer de prostata (CaP), e
consequentemente tém significante redugdo dos niveis de testosterona até
mesmo em niveis castrados mostram efeito importante na redugdo da fungao
erétil, atividade sexual e ere¢gdes noturnas, porém muitos pacientes mantém ou
reduzem fracamente a libido (TRAISH & GUAY, 2006).

Uma possivel explicagdo para a variagdo encontrada nos niveis
androgénicos relacionada com a eregdo e o0 desejo sexual é a produgao de
precursores da sintese de testosterona os quais mantém alguma fung¢ao sexual
(TRAISH & GUAY, 2006). Isidori e colaboradores (2014) revisaram trabalhos
que sugeriram uma dependéncia androgénica da fungao erétii mantida em
valores limites muito abaixo da que é requerida para manter a funcao de outros
orgaos alvos. Especula-se que homens normais tenham androgénios mais que
suficiente para uma atividade sexual normal (ISIDORI et al., 2014). Ratos
adultos também mostram niveis de testosterona possivelmente em excesso do
requerido para manter a fungao erétil (MILLS et al., 1992).

Evidéncias apontam niveis reduzidos de testoterona livre, ou bioativa,
como principal ligagdo entre DE e hipogonadismo. Porém, ndo somente a
testosterona mostra papel significante na fungcédo erétil, mas observagdes
revisadas de estudos em humanos e animais mostram outros hormdnios com
importante participagdo, como a diidrotestosterona (DHT). Testosterona, DHT e
intermediarios da sintese de testosterona sao importantes no desenvolvimento
e crescimento do pénis (TRAISH & GUAY, 2006). Testes realizados para
avaliar a ultraestrutura do pénis de ratos submetidos a castracdo ou
administragao de finasterida, inibidor da enzima que converte testosterona em
DHT, sugeriram que ambos os hormdnios s&o importante para a manutengao
do CC e estrutura normal da tunica albuginea, todavia agem de forma diferente
e independente no CC (SHEN et al., 2003).
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Portanto, pode-se resumir que niveis séricos de testoterona apresentam-
se bastante relacionados com o processo de eregéo, sejam a niveis fisiolégicos
como na TRT, subfisiolégicos como na castragdo ou até mesmo
suprafisioldgicos. Pressupbe-se que, no estado hipogonadico ou subfisiolégico
de testosterona, alteracbes de determinadas vias podem ocorrer levando ou

auxiliando no surgimento da DE.

1.3 HIPOGONADISMO

1.3.1 Sintese e regulacao de testosterona

A regulagao fisiologica da sintese de T se da através da secregdo
pulsatil do Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo, o
qual estimula a hipofise a secretar as gonadotrofinas Hormdnio Foliculo
Estimulante (FSH) e Horménio Luteinizante (LH), que consequentemente
também sdo produzidos em saltos e encontram-se em maior concentragao pela
manha e com diminui¢cdo ao longo do dia. O LH estimula um grupo de células
intersticiais, as células de Leydig, a produzir testosterona e o FSH estimula a
espermatogénese e a funcdo das células de Sertoli, as quais auxiliam na
manutengdo da espermatogénese. Em um mecanismo de autoregulagado, a
testosterona inibe o hipotalamo a secretar GnRH em frequéncia e amplitude, e
inibe a hipdfise a secretar LH . O LH pode ser inibido ainda pelo estradiol. As
células de Sertoli também secretam uma glicoproteina, a Ininbina B,
considerada o principal regulador inibitorio de FSH em adultos (DANDONA
& ROSENBERG, 2010; PANTALONE & FAIMAN, 2012; REY et al., 2013).

No sangue, a T circulante se encontra em diferentes fragdes: ligada
fortemente a globulina de ligacdo de horménios sexuais (SHBG, do inglés sex
hormone-binding globulin) em aprox. 60%, fracamente ligada a albumina em
aprox. 38% e em média de 1 a 2% livre no sangue. Estas trés fragbes juntas
representam a T total, e a soma das fragbes de T livre e ligada a albumina
representa a T biodisponivel, ou disponivel para agao biolégica (DANDONA
& ROSENBERG, 2010; PANTALONE & FAIMAN, 2012). A porcentagem das
fragbes de T varia amplamente, tanto fisilogicamente entre individuos quanto

por fatores que alterem as concentracbes de SHBG e albumina, afetando
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assim os niveis séricos de T (PANTALONE & FAIMAN, 2012; PADUCH et al.,
2014).

1.3.2 Definicao

O declinio dos niveis séricos de T, ou deficiéncia androgénica, é
considerado causador da sindrome denominada hipogonadismo (EUROPEAN
ASSOCIATION OF UROLOGY ON MALE HYPOGONADISM, 2014). Nao ha
um consenso exato sobre a terminologia para descrever este evento, por isso
varios termos tém sido propostos (DANDONA & ROSENBERG, 2010; LEE,
2014).

+ PADAM (Deficiéncia Androgénica Parcial no Envelhecimento
Masculino)

* ADAM (declinio androgénico no envelhecimento masculino)

+ Climatério masculino

* Viropausa

* Hipogonadismo relativo

* Hipoandrogenemia

* Menopausa masculina

* Andropausa

* Hipogonadismo de inicio tardio

» Sindrome da deficiéncia de testosterona

» Sindrome da deficiéncia androgénica

O hipogonadismo é uma sindrome clinica e bioquimica caracterizada por
uma deficiéncia nos niveis séricos de androgénos que pode diminuir o
interesse sexual, a qualidade das erecg¢des e a qualidade de vida (MORALES
et al., 2004). Segundo a revisdo de Rey e colab. (2013) uma melhor definicao
para hipogonadismo seria “‘comprometimento da secregdo hormonal pelas
células de Sertoli e/ou células de Leydig e/ou desordem da espermatogénese,
quando comparado com o que é comparado para a idade”, ou seja, neste
termo sdo considerados os compartimentos intersticial e tubular através da
avaliagdo da atividade das células de Leydig e espermatogénese ou fungao

das células de Sertoli, respectivamenete.
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1.3.3 Classificagao

O hipogonadismo é normalmente classificado de acordo com o nivel
originalmente afetado no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas, como primario e
secundario. O hipogonadismo testicular, primario, ou hipergonadotrofico €
aquele em que a falha tem origem nos testiculos e & caracterizado por niveis
baixos de T com aumento dos niveis de LH e FSH, uma vez que ndo ha a
retroalimentagcdo negativa da T no eixo. No secundario, ou hipogonadismo
hipogonadotréfico, ocorre falha testicular devido a alteragbes no pulso do
GnRH ou na hipdfise, gerando niveis baixos de T e niveis de LH e FSH
podendo estar baixos ou normais. Existe ainda o hipogonadismo misto, ou
combinado, que ocorre quando ha comprometimento central (hipotalamo-
hipdfise) e falha testicular concomitantemente, porém esse termo nao € muito
utlizado na pratica clinica e normalmente acaba entrando na classificagcao de
hipogonadismo secundario (DANDONA & ROSENBERG, 2010; REY et al,
2013)

Seis centros europeus avaliaram o quanto as diferentes formas de
hipogonadismo podem ser distinguidas entre homens com 40 a 79 anos de
idade através de caracteristicas clinicas e fatores de risco especificos. O
hipogonadismo primario foi minoria entre os participantes, cerca de 2%, e se
mostrou fortemente associado com a idade, podendo ser considerado a forma
genuina de hipogonadismo de inicio tadio. O hipogonadismo secundario foi o
mais prevalente entre os individuos e mostrou relagdo com obesidade
independente da idade, assim provavelmente ndo sendo de inicio tardio. Por
fim, o hipogonadismo compensado (misto) teve associagao clara com a idade
em homens entre 70-79 anos e associagao predominante com sintomas fisicos,
provavelmente pela relagdo do LH na forga muscular. O LH elevado foi
sugerido como achado clinico significante associado com sintomas clinicos,
representando assim um subgrupo genuino de hipogonadismo de inicio tardio.
Portanto, medidas hormonais, fatores de risco especificos (idade, obesidade) e
sintomas associados (fisicos e sexuais) podem diferenciar os tipos de
hipogonadismo (TAJAR et al., 2010).

Pode-se ainda classificar esta sindrome de acordo com a populacido de

células testiculares inicialmente debilitadas e o periodo da vida em que a
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funcado das gbnadas comecga a falhar (fetal, infancia, puberdade ou adulto).
Pode-se ter hipogonadismo completo com comprometimento concomitante de
todas as populagdes celulares testiculares (Leydig, Sertoli, germinativa), ou
hipogonadismo dissociado quando somente uma populagdo de células ou s6
um compartimento testicular (tubulos seminiferos ou tecido intersticial) forem

principalmente afetadas (REY ef al., 2013).

1.3.4 Causas

Existe uma infinidade de causas para o hipogonadismo que podem ser
adquiridas ou congénitas, permanentes ou transitérias, de origem pimaria ou
secundaria. O hipogonadismo primario pode ser causado por condigdes
genéticas e de desenvolvimento (ex.: receptor androgénico - RA),
quimioterapia, defeitos congénitos, infarto ou trauma testicular, caxumba,
hemocromatose, medicamentos que alterem a sintese de T (ex.: cetaconazol),
aumento da temperatura do ambiente testicular (ex.: varicocele), entre outros.
No hipogonadismo secundario tém-se desordens congénitas como mutacdes
genéticas associadas com deficiéncias do horménio da hipdfise, deficiéncia ou
mutacdo no receptor GnRH, desordens adquiridas que suprimem
gonadotrofinas como uso de determinadas drogas (ex.:opidédes), obesidade e
condigbes relacionadas (DM2, resistencia a insulina, apnéia do sono), idade,
hemocromatose, hiperprolactinemia, excesso de estrégeno, virus da
imunodeficiéncia humana, anorexia nervosa, abuso de esteroides anabdlicos,
abuso de alcool, condicbes meédicas cronicas (falha renal, cirrose...),
hipotireoidismo primario crénico severo e desordens adquiridas que danificam
as gonadotrofinas como lesdo metastatica, cisto hipofisario, lesao infiltrativa,
trauma, radiacgéo, cirurgia...entre outras. No hipogonadismo misto, o abuso de
alcool, idade, infecgbes crénicas, medicacbes, hemocromatose e doencas
sistematicas como falha hepatica podem levar a esta condicdo (DANDONA
& ROSENBERG, 2010; PANTALONE & FAIMAN, 2012).

1.3.5 Efeitos da testosterona e sua auséncia

Os androgénios sao extremamente importantes para o desenvolvimento

e manutengdo da reprodugcdo e vida sexual no homem. (EUROPEAN
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ASSOCIATION OF UROLOGY ON MALE HYPOGONADISM, 2014). No
desenvolvimento fetal, os androgénios iniciam a diferenciacdo das estruturas
genitais em forma e tamanho. Na infancia, ocorre um estado fisiologico de
secrecao diminuida de gonadotrofinas e androgénios, caracterizando esta fase
como um estado hipogonadico. Na puberdade, ocorre aumento em amplitude e
frequéncia do pulso de gonadotrofinas, e assim consequente aumento de T
circulante, além da maturacido das células relacionadas com a reproducao
(REY et al., 2013). Fisiologicamente, os efeitos da T compdéem a manutencéo
dos tecidos reprodutores, estimulagdo da espermatogénese, estimulagdo e
manutengdo da funcdo sexual, aumento do peso corporal e retengcdo de
nitrogénio, aumento da massa magra corporal, manutengdo da massa 0ssea,
estimulacao da eritropoiese, promogéo da producéo de sebo e crescimento dos
pélos corporais (DANDONA & ROSENBERG, 2010).

Segundo as diretrizes da Associagao de Urologia Européia (EAU, do
inglés European Association of Urology), sdo considerados sinais e sintomas
de deficiéncia androgénica: atraso na puberdade, testiculos pequenos, fator de
infertilidade masculina, diminuicdo dos pélos corporais, ginecomastia,
diminuicdo de massa magra e forga muscular, obesidade visceral, diminuigao
da densidade mineral éssea, reducdo do desejo e atividade sexual, disfungao
erétil, diminuigdo de eregdes noturnas, alteragées de humor, fadiga, sindrome
metabdlica, resisténcia a insulina, DM2 e diminui¢do da fung¢ao cognitiva.

O estudo no envelhecimento masculino europeu (EMAS, do inglés
European Male Aging Study) conduziu 3369 participantes com idade entre 40 a
79 anos para caracterizar sintomas clinicos associados com baixos niveis de T.
Nove sintomas foram relacionados com baixos niveis de T total e livre,
classificados em sintomas sexuais (diminuicdo da frequéncia de erecgdes
matinais, pensamentos sexuais e DE), sintomas fisicos (dificuldades em
atividades vigorosas, levantamento de peso, corridas com mais de 1 km) e
fracamente relacionados com sintomas psicolégicos (perda de energia,
tristeza/desanimo e fadiga) (WU et al, 2010). Neste estudo foram
estabelecidos critérios minimos para o diagndstico de hipogonadismo de inicio
tardio em homens de idade, sendo estes a presenca de pelo menos trés
sintomas sexuais com niveis de T total menor que 11nmol/L e T livre menor

que 220 nmol/L.
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Considerando a definigdo para Deficiéncia Androgénica Sintomatica
(DAS) segundo o Guia de Pratica Clinica da Sociedade Endocrina (BHASIN et
al., 2006) como “sintomas de baixos niveis de T, divididos em dois conjuntos:
mais especificos (ou sugestivos) como libido, DE, osteoporose/fratura
osteoporética e menos especificos (ou associados) como letargia, disturbios do
sono, humor depressivo e baixa performance fisica, usados juntamente com
parametros bioquimicos”, Araujo e col. (2007) avaliaram a associagao entre
sintomas de deficiéncia androgénica e baixos niveis de T total e livre, e foram
encontradas porcentagens relativas de baixo libido, DE e 2 ou mais sintomas
nao especificos elevados em homens com baixos niveis de T comparado aos
normais. A presencga de sintomas foi fortemente relacionada com os niveis de T
em homens mais velhos (ARAUJO et al., 2007). A ocorréncia de diminuicdo da
habilidade para realizar o ato sexual, do desejo sexual ou libido, exaustao fisica
e declinio no bem-estar geral sao encontrados aumentados em homens
hipogonadicos (MULLIGAN, et al., 2006; LEJEUNE et al., 2013).

No hipogonadismo ha diminuicdo de massa magra (ou livre de gordura)
e aumenta a massa gorda. A resposicao fisiolégica de T reverte esses efeitos
em homens hipogonadicos jovens e saudaveis com aumento de forga
muscular, e em doses suprafisiolégicas ha aumento de massa magra, tamanho
muscular, forca e diminuicdo de massa gorda, efeitos potencializados com
treino de forgca muscular concomitante. A reposigao hormonal em homens mais
velhos também mostra o efeito de troca de massa gorda para magra.
Administracdo de T para homens idosos com baixos niveis de T estimula
sintese muscular protéica, além de aumento na expressdo de RA na
musculatura esquelética (FERRANDO et al., 2002). Além disso, a
suplementagcdo androgénica em pacientes com doengas crénicas promove
melhora muscular nestes individuos (BHASIN et al., 2003).

Muitas destes efeitos da T na musculatura se mostram dependentes de
concentracdes dos niveis de T ou dose-resposta dependente de testosterona.
Bhasin e colab. (2001) mostraram que diferentes niveis de T, através da
administragdo de um agonista GnRH em diferentes doses, provocaram
alteracbes dependentes de concentracbes de T na musculatura, nos
parametros do perfil lipidico, sanguineo e metabdlico. A massa magra

aumentou significativamente com crescentes doses de T. Forga de pressao e
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poténcia da perna, volume muscular do quadriceps e coxa, hemoglobina (Hb) e
IGF-1 correlacionaram positivamente com os niveis de T. HDL e massa gorda
correlacionaram negativamente. Antigeno Prostatico Especifico (PSA, do inglés
Prostate-Specific Antigen), fungao sexual, cogni¢cado espacial e visual e humor
nao foram alterados com os diferentes niveis do hormdnio. Portanto, concluiu-
se que as relagdes de diferentes processos dependentes de androgénios tém
diferentes doses-resposta de T (BHASIN et al., 2001).

Os mecanismos dos efeitos anabdlicos da T podem estar relacionados
com a sintese protéica muscular e aumento do tamanho da fibra (hipertrofia),
além de outros efeitos (BHASIN et al., 2003). Estudos mostraram que T e DHT
regulam a diferenciacdo de células pluripotentes de origem mensenquimal,
estimulando sua diferenciagdo na linhagem miogénica (observado pelo
aumento de marcadores miogénicos), enquanto inibem a diferenciagao
adipogénica (notados através da diminuicdo da expressdao de fatores de
diferenciagdo desta via). Estes efeitos foram mediados através de mecanismos
dependentes do RA e apresentaram uma relacdo dose-dependente destes
androgénios. Esta hipotese de regulagdo pode ser uma explicagdo, em parte,
para a agcao destes hormdnios na diminuicdo de massa livre de gordura e
aumento de massa magra, porém, ndo exclui outros efeitos da T na indugao de
miogénese (como aumento de sintese protéica). Apesar de ambos os
horménios mostrarem influéncia na regulacéo destas vias, a DHT apresentou
maior poténcia do que a T (SINGH et al., 2003).

Os niveis de T também se correlacionam com depressao e até mesmo
com prejuizo na memoria. A ablagdo androgénica diminuiu a memoaria, tanto de
curta quanto de longa duracéo, em ratos tratados com estreptozotocina (droga
utilizada como modelo esporadico de doenga de Alzheimer), enquanto que a
TRT atenuou o prejuizo da castragdo (SEYEDREZA et al., 2012). A TRT pode
ainda ter efeito antidepressivo em pacientes hipogonadicos (ZARROUF, F. A .
et al., 2009).

1.3.6 Prevaléncia, incidéncia, mortalidade e fatores associados

A prevaléncia de hipogonadismo varia entre os estudos de acordo com o

tipo de estudo, os critérios utlizados para definir este estado e com a populacao
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examinada. Contudo, geralmente é observado que a prevaléncia é alta,
aumenta com a idade e ndo mostra diferencas entre racas e etnia (MULLIGAN,
et al., 2006; ARAUJO et al., 2004; DANDONA & ROSENBERG, 2010;
PADUCH et al., 2014).

Em 2004, foi conduzido o estudo do envelhecimento masculino em
Massachusetts (MMAS, do inglés Massachusetts male aging study) (ARAUJO
et al., 2004), uma coorte em que foram avaliados homens de meia idade e
idade avangada (40 a 70 anos) a definigdo utilizada para a sindrome de
deficiéncia androgénica foi a presenga de sinais e sintomas somados a
medidas de T total e T livre calculada, e ndo somente dados bioquimicos. Foi
encontrada uma prevaléncia entre 6 e 12% da sindrome, estimando 2,4
milhdes de homens com deficiéncia androgénica, com idade entre 40-69 anos,
na populacido dos EUA, e podendo esperar aproximadamente 481 novos casos
por ano nessa populagao. Mais tarde (2006), entre 2650 homens com 45 anos
ou mais e que visitam as praticas de atencao primaria nos EUA, a prevaléncia
de hipogonadismo encontrada foi de 38,7%, e homens com 65 anos ou mais
tiveram 1,2 vezes mais probabilidade de apresentar hipogonadismo do que
menores de 65 anos. Todavia, neste estudo o hipogonadismo foi definido
apenas com parametro de dosagem hormonal (T total <300ng/dL) (MULLIGAN,
T. et al., 2006) talvez explicando a grande diferenga nos valores encontrados.
No EMAS, utilizando os critérios de no minimo 3 sintomas sexuais somados a
parametros bioquimicos para avaliagdo de hipogonadismo, a prevaléncia
aumentou com a idade e foi de 2,1%, bem menor do que quando o diagndstico
€ apenas bioquimico, portanto ressaltando a importancia de nao se usar
somente medidas bioquimicas (WU et al, 2010). A prevaléncia de
hipogonadismo de inicio tardio se torna menor quando utilizados os critérios de
diagnéstico estritos para esta condicdo e ndo os inespecificos uma vez que
estda frequentemente associado com achados n&o especificos (idade,
diminuicdo de massa Ossea, muscular e forgca, fungcdo fisica e mudancas
metabolicas como obesidade abdominal, sindrome metabdlica, DM2 e fungao
sexual) (HUHTANIEMIL, 2014).

A prevaléncia da DAS, isto €, considerando a analise bioquimica (T total
e livre) além de sintomas especificos e ndo especificos, entre 1.475 homens,

foi estimada em 5,6%. Assim pbéde-se estimar 6,5 milhdes de americanos entre
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30 e 79 anos com esta deficiéncia para 2025, aumento de 38% a partir do ano
2000. A prevaléncia aumentou significativamente com a idade e em relagéo
aos sintomas, foi de 12% para baixa libido, 16% para DE, 1% para
fratura/osteoporose e 20% para sintomas nao especificos (ARAUJO et al.,
2007). Em um estudo com brasileiros, a prevaléncia do declinio de T foi de
20% e também declinou com a idade (NARDOZZA et al., 2011).

Portanto, o hipogonadismo € uma condicdo comum, altamente
prevalente com a idade e que tende a crescer nos proximos anos. Além da
idade, sua prevaléncia esta relacionada com obesidade, DM2, sindrome
metabdlica, entre outras condi¢cdes e fatores, porém ainda ndo esta bem
estabelecida a questdo de quem é causa e quem é consequéncia (MULLIGAN,
T. et al., 2006; DANDONA & ROSENBERG, 2010; MONROE & DOBS, 2013;
LEE, 2014; HUHTANIEMIL, 2014). Estudos apontam uma maior frequéncia de
condigdes como indice de massa corporal (IMC), hipertensao, hiperlipidemia,
diabetes/resisténcia a insulina, asma ou doenc¢a pulmonar obstrutiva crénica,
aumento de lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés Low Density
Lipoproteins) e diminuicdo de lipoproteina de alta densidade (HDL, do inglés
High Density Lipoproteins) em homens hipogonadicos quando comparados a
eugonadicos (MULLIGAN, T. et al., 2003; GURBUZ et al, 2008; MONROE &
DOBS, 2013). Além da T, outros horménios sexuais (adrenais) e seus
metabdlitos como deidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEAS), androstenediona e androstenediol mostraram
associagdo com alguns fatores, onde estes horménios diminuiram com a idade
e apresentaram clara associacao inversa com IMC (FIELD et al., 1994).

Phillips e colab. (2003) avaliaram a relagdo entre horménios sexuais,
insulina, variaveis de adiposidade como IMC, tecido adiposo total (TAT), tecido
adiposo subcutaneo (TASC), tecido adiposo visceral (TAV), relagdo cintura-
quadril (RCQ) e circunferéncia da cintura (C), e fatores de risco para infarto do
miocardio (IM) como idade, colesterol, triglicerideos (TG), HDL, glicose e
insulina em 80 homens saudaveis. O TAV foi a variavel de adiposidade que
mais se relacionou aos fatores de risco para IM, aos horménios sexuais e a
insulina, porém a relagao foi mais forte com fatores de risco para IM, podendo
ser o TAV a principal ligacéo entre estes fatores para formar a constelagao de

condicbes que ocorre no IM (intolerancia a glicose, hiperinsulinemia,
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hiperlipidemia e hipertensao). Mostrou-se ainda que alteragbes dos hormdnios
sexuais possa ser a base para o dano insulinico, bem como para o acumulo de
TAV (PHILLIPS et al., 2003).

No Brasil, a obesidade e adiposidade central exibiram forte influéncia na
associacdo de pacientes com DM2 e niveis subnormais de T total e livre
(RHODEN et al., 2005). A prevaléncia de homens com DM2 e baixos niveis de
T apresenta-se alta e tende a aumentar com a idade, provavelmente porque
em individuos mais jovens a maioria dos pacientes diabéticos € DM1. Fatores
como idade, IMC, renda e neuropatia foram indicados como fatores de risco
independentes para baixos niveis de T. Sendo assim, recomenda-se
rastreamento em todos pacientes DM2 para niveis androgénicos nos servigos
de saude de referéncia (AL HAYEK et al., 2013).

Além da alta prevaléncia, niveis séricos subnormais de T também
apresentam alto riso de mortalidade quando comparado a homens com niveis
normais (SHORES et al., 2006). Um estudo observacional em homens de meia
idade e idade avangada com baixos niveis de T, mostrou alta morbidade
cronica médica (diabetes em 38%, DE em 36% e doencga cardiaca coronariana
em 21%) e em homens recebendo TRT encontrou correlagdo entre mortalidade
com menores niveis de T e reducdo do risco de mortalidade. Nao foram
encontradas diferengas no tratamento para idade, diabetes ou doenca cardiaca
coronariana. Contudo, a reducao de mortalidade pelo tratamento com T foi
mais significativa em diabéticos, ndo cardiacos e individuos mais jovens (<60
anos) (SHORES et al., 2012).

1.3.7 Coleta e diagndstico

Os estudos que analisam a condigdo de hipogonadismo vém
considerando como diagnostico alguns sintomas, especificos e nao
especificos, e ndo somente parametros bioquimicos como a dosagem de T
total (BHASIN et al., 2006; GURBUZ et al, 2008; WU et al, 2010;
HUHTANIEMIL, 2014). Recomenda-se a presenga de pelo menos 3 sintomas
sexuais somados a niveis de T total e T livre, porém deve se levar em conta a
situagcdo da saude geral do individuo (WU et al., 2010). A inespecificidade dos

sintomas relacionados com baixos niveis de T mostra a importancia de realizar
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este tipo de diagnéstico, ja que € mostrada uma fraca associagao entre niveis
de T e sintomas na populagédo ((WU et al., 2010; DANDONA & ROSENBERG,
2010). O resultado da associcdo entre niveis de T total, comparado aos
resultados da T livre, com sintomas relacionados a baixos nivies desses
hormonios mostra que a T total pode ser utilizada como o primeiro critério
bioquimico no diagndéstico no hipogonadismo de inicio tardio. A avaliagdo de T
livre pode ser util em pacientes borderline, ou seja, quando a T total esta no
limite entre valores eugonadicos e hipogonadicos, sendo assim duvidosos (WU
et al.,, 2010). A medida de T total pode ser suficiente para identificar baixos
niveis de T, exceto em condi¢gbes que alterem a concentragdo de SHBG, por
exemplo, como a idade. Homens de idade mais elevada sdo suscetiveis a
muitas condigdes que dividem o0s mesmos sintomas similares ao
hipogonadismo, podendo mascarar hipogonadismo oculto (MULLIGAN, T. et
al., 2006).

Ndo ha um consenso geral que defina deficiencia de T. Existe uma
ampla variagao na definicdo dos valores limitrofes de T, portanto € importante
levar em conta a diferenca nos valores de referéncia entre os laboratorios
(DANDONA & ROSENBERG, 2010; PANTALONE & FAIMAN, 2012; PADUCH
et al., 2014). Em homens com 45 anos ou mais e que visitavam as praticas de
atengdo primaria nos EUA foram enconrados valores de T total entre 50 a
1573ng/dL (MULLIGAN et al., 2006) mostrando a ampla variagdo existente em
uma populagado. O uso inflexivel do ponto de corte de T (300ng/dL) pode levar
a um tratamento desnecessario em homens assintomaticos e um
subtratamento para quem apresenta sinais e sintomas (PADUCH et al., 2014).
Segundo os estudos revisados por Pantalone e Faiman em 2012, valores de T
total podem ser considerados baixos quando menores que 200-250 ng/dL,
enquanto que valores entre 250-350ng/dL podem ser considerados borderline
(PANTALONE & FAIMAN, 2012). As diretrizes meédicas da Associagcéo
Americana de Endocrinologistas Clinicos, em 2002, consideraram a variagéo
de T total entre 200-400ng/dL como potencialmente hipogonadicos (PETAK et
al., 2002).

A concentracdo de T pode variar devido a muitos fatores como atividade
sexual, horario da coleta, ingestdo/dieta (TG, glicose, medicagdes), variagcao

diurna, variacao interpessoal, concetracdo de SHBG, estado de saude, entre
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outros (PADUCH et al., 2014). A T ligada a SHBG tem ampla variacao ja que
muitos fatores alteram sua concentragdo, como por exemplo a idade. Sendo
assim, como esta T ndo é biodisponivel deve-se dar atencao aos valores desta
proteina em relagao aos valores de T (PADUCH et al., 2014). Além dos fatores
relacionados ao individuo que podem alterar a mensuracdo de T, existem
variaveis no meétodo/ensaio que podem dificultar esta avaliagcdo, como a
padronizacdo na calibracdo de T, diferencas nos métodos de mensuragao
(imunoensaio, cromatografia) e até diferengas observadas quando utilizado o
mesmo meétodo, dificultando assim o estabelecimento de uma faixa normal nos
valores de T entre os laboratérios. Recomenda-se que no diagndstico de niveis
baixos de T total considere-se 0 uso de um ensaio com variagdo normal e local
(BHASIN et al., 2006). Devido a todas as consideragbes mencionadas, seria
aconselhavel a criacdo de uma faixa normal utilizando pacientes saudaveis em
variadas idades com funcbes reprodutivas e sexuais normais. Também a
calibragdo de metodologias e faixas de referéncia de T livre deveria ser
baseada na populacdo. A T total e SHBG podem ter melhor acuracia se os
calculos de T biodsiponivel e livre forem realizados (PADUCH et al., 2014).

As investigagdes bioquimicas incluem T total e biodisponivel ou T livre
calculada, a prolactina devendo ser considerada quando o hipogonadismo for
documentado (MORALES et al., 2004). Outras medidas podem se fazer
necessarias, como LH, FSH, SHBG, albumina, TSH, T4, ferritina e avaliagao
completa da hipofise, sempre dependendo do quadro encontrado no paciente
(GURBUZ et al., 2008; PANTALONE & FAIMAN, 2012). A T livre pode auxiliar
no diagnostico de hipogonadismo principalmente quando o ensaio falhar
(PADUCH et al., 2014). As dosagens de LH e FSH ajudam a decifrar a etiologia
do hipogonadismo (PANTALONE & FAIMAN, 2012). Devido a alta prevaléncia
de pacientes DM2 com niveis subnormais de T, recomenda-se rastreamento
em todos DM2 para niveis androgénicos nos servigos de saude de referéncia
para endocrinologistas (AL HAYEK et al., 2013). Quando os niveis de T se
apresentarem baixos € importante confirmar o resultado com segundo exame
em laboratério confiavel (PANTALONE & FAIMAN, 2012).

As amostras para analise hormonal devem ser coletadas proximo as 8h
da manha, sempre avaliando o estado de saude na hora da coleta, pois
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doengas agudas, tratamento com opidides, esteréides anabdlicos ou
corticosteroides podem alterar os niveis de T (PANTALONE & FAIMAN, 2012).

1.3.8 Tratamento

O objetivo da TRT é promover niveis normais (fisiolégicos) de T com a
melhor opgéo ou tipo de tratamento disponivel (DANDONA & ROSENBERG,
2010). Membros de um grupo de especialistas representantes de sociedades
americanas, europeias e internacionais que investigaram o hipogonadismo de
inicio tardio recomendaram que a T total acima de 350ng/dl ndo requer
tratamento, porém abaixo de 230ng/dL, apresentando sintomas, pode requerer.
Se os niveis de T total estiverem entre 230-350ng/dL é recomendado que se
repita a analise avaliando a SHBG concomitantemente para realizagdo do
célculo de T livre ou mesmo dosando diretamente a T livre (WANG et al.,
2009).

O ideal seria iniciar a terapia com mudancgas no estilo de vida e otimizar
o tratamento de comorbidades antes da administracdo de T, principalmente em
pacientes com sintomas n&o especificos devido a outras condigbes como
obesidade, sindrome metabdlica, depressdo, diabetes ou outras doencas
cronicas. E importante sempre informar os riscos e beneficios que o tratamento
pode gerar mesmo que este assunto seja ainda bastante desconhecido
(HUHTANIEMIL, 2014).

Existem evidéncias de beneficios do TRT na funcdo erétil, desde
eregbes noturnas, desejo sexual até mesmo na propria relacdo sexual
(GURBUZ et al, 2008; LEJEUNE et al., 2013). Além disso, TRT esta associada
com menor risco de mortalidade (SHORES et al., 2012), estimulo de sintese
protéica (FERRANDO et al., 2002), melhora do perfil lipidico podendo reduzir
os riscos de DCV (MONROE & DOBS, 2013) e até mesmo com a atenuagao de
prejuizo na memoria (SEYEDREZA et al., 2012). Por outro lado, ha riscos no
estimulo do crescimento da préstata e agravamento da hiperplasia benigna de
préstata (LEE, 2014) ou ndo (LEJEUNE et al., 2013), cancer de mama,
alteragdes no figado, policitemia, ginecomastia, atrofia testicular, exacerbagao
da apneia do sono, entre outros (LEE, 2014). A TRT pode estar contraindicada
em situacdes como hematdcrito elevado, estudos de fungcédo hepatica anormal,

sintomas do trato urinario e apneia do sono (ISIDORI et al.,2005). Os pacientes
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devem ser monitorados periodicamente para avaliagdes de fungdo hepatica,
perfil lipidico de jejum, PSA, hematoldégicas, de humor e bem-estar,e cuidados
com CaP ou cancer de mama, tanto antes do inicio da terapia como durante
(GURBUZ et al., 2008; LEE, 2014)

O tratamento farmacolégico do hipogonadismo pode ocorrer através de
diferentes formulagdes como inje¢des intramusculares, emplastro transdermal,
gel transdermal, pastilhas bucais, pelete subcutdneo e capsulas ou
comprimidos de T oral (DANDONA & ROSENBERG, 2010). Pode ser ainda
nao farmacoldgico, através da promocgao de saude (ex.: exercicios, dieta...) e
evitando o que poderia levar a um disturbio hormonal (estresse, alcool,
cigarro...) (LEE, 2014). Em casos de hipogonadismo e DE existem as opgdes
de utilizar a TRT ou PDE5-I de forma isolada ou em terapia de combinacgao, ou
seja, pacientes com hipogonadismo primario ou secundario, com significante
queda nos niveis de T e se jovens, podem receber TRT como tratamento de
primeira linha e se necessario os PDE5-I adicionados. Ndo ha grandes
preocupagdes de seguranga que limitem o uso de TRT em pacientes de meia-
idade que se beneficiam do tratamento, ndo somente na vida sexual como no
metabolismo, ossos e musculatura, contudo uma maior atencdo deve-se dar
em homens de idade avangada com risco cardiovascular onde a TRT pode
produzir efeitos adversos e por isso o tratamento deve ser adaptado (ISIDORI
etal., 2014).

1.4 TERAPIAS DE PRIVACAO ANDROGENICA

Ao contrario da TRT, existe a Terapia de Privagdo Androgénica (ADT, do
inglés Androgen Deprivation Therapy), bastante utilizada no tratamento do
cancer de prostata (CaP), em combinacdo ou n&o com outras formas de
tratamento (EUROPEAN ASSOCIATION OF UROLOGY ON PROSTATE
CANCER, 2014) sendo considerada a terapéutica de primeira linha no
tratemento de CaP mestastatico pela Sociedade Brasileira de Urologia
(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA -SBU, 2011).

A ablagdo androgénica para tratamento do CaP foi reportado
primeiramente por Huggins e Hodges em 1941 através de orquiectomia

bilateral e administragdo de estrogénio (HUGGINS et al., 1941). Desde entao
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outras formas de tratamento surgiram e continuam a ser estudadas a fim de
encontrar o melhor método para levar a privagdo androgénica. Atualmente, a
terapia pode ser alcangada por supressdo da secregdo de androgénios
testiculares, através da castragcdo médica ou cirurgica, ou inibindo a agao dos
androgénios circulantes ao nivel do seu receptor utilizando compostos
competidores conhecidos como antiandrogénios. Além disso, estes dois
métodos podem ser combinados para conseguir o que € conhecido como
completo (ou maximo ou total) bloqueio androgénico (EUROPEAN
ASSOCIATION OF UROLOGY ON PROSTATE CANCER, 2014). Segundo a
SBU, a escolha entre castragdo médica (ou quimica), administracdo de
agonistas ou antagonistas do GnRH deve ser individualizadA (DIRETRIZES DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA -SBU, 2011).

1.4.1 Castracao cirurgica ou orquiectomia bilateral

Este método leva a uma queda consideravel nos niveis de testosterona
e induz um estado de hipogonadismo, conhecido como “Nivel de castragcao"
(EUROPEAN ASSOCIATION OF UROLOGY ON PROSTATE CANCER, 2014).
E considerado como um procedimento simples e barato e quase sem
complicagdes (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA -
SBU, 2011). A reducdo dos niveis circulantes de T é imediata ap6s a
orquiectomia bilateral, onde nivies de castragdo sao atingidos entre 3 e 12
horas apds cirurgia (LIN et al., 1994). Sua principal desvantagem € o seu efeito
psicolégico negativo, onde alguns homens consideram este procedimento uma
agressao a sua masculinidade. Além disso, é irreversivel e ndo permite um
tratamento intermitente. Contudo ainda é considerada o "padrdo ouro" para a
ADT (EUROPEAN ASSOCIATION OF UROLOGY ON PROSTATE CANCER,
2014).

1.4.2 Castragao quimica ou médica utilizando agonistas e antagonistas

1.4.2.1 Agonistas do GnRH

Sao substanias bastante semelhantes ao GnRH natural em estrutura e

funcdo, porém mais potentes. Inibem a produg¢ao do LH e consequentemente T
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e DHT através de retroalimentagdo negativa. Entretanto, nos primeiros dias
apd6s sua administracdo causam aumento no LH e consequente aumento
transitorio de T e DHT, podendo gerar situagbes indesejadas bastante
dolorosas e até mesmo perigoas com riscos de sequelas em pacientes com
CaP (COOK & SHERIDAN, 2000). Portanto, é frequente a utilizagcao
concomitante de antiandrogenios para tentar minimizar estas sequelas, ou até
mesmo para atingir maxima privagédo androgénica (Mc LEOD, 1993) uma vez
que ha uma pequena contribuicdo na produgdo androgénica proveniente da
glandula adrenal (CHODAK, 2004) Todavia estas substancias também podem
levar a desagradaveis efeitos adversos (COOK & SHERIDAN, 2000).

1.4.2.2 Antagonistas do GnRH

Se ligam diretamente no receptor GnRH bloqueando a agdo dos
mediadores enddgenos, suprimindo a produgédo de LH e consequentemente T
e DHT (COOK & SHERIDAN, 2000). Da mesma forma que com os agonistas,
os antagonista parecem levar os receptores GnRH da hipdfise a uma
hiporegulagédo e nado meramente uma ocupacgao dos sitios (HALMOS et al.,
1996). Nao causam a estimulagao inicial de androgénios como o0s agonistas,
prevenindo a piora temporaria da doenca e podendo evitar o uso de
antiandrogenios. Porém, alguns problemas ja observados foram falha na
solubilidade, na poténcia e propriedades de liberagdo de histamina (COOK &
SHERIDAN, 2000).

1.4.3 Avaliacao dos diferentes processos de “castracao”

A castragdo cirurgica e o tratamento com antagonistas do GnRh
mostram equivaléncia na supressao de T, com superioridade aos agonistas do
GnRH (TIEVA et al., 2003). Porém, este procedimento tem sido substituido, em
grande parte, por castragdo medicamentosa com agonistas do GnRH pela
melhor aceitagdo por pacientes e meédicos (DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE UROLOGIA-SBU, 2011).

Na comparagédo do uso de agonistas com antagonistas do GnRH pode-
se observar a superioridade dos antagonistas relacionada a varios processos

como: ativagdo e manutencéo dos niveis castrados, impedimento do aumento
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de LH e T que séo prejudiciais no tratamento do CaP. Com o uso de
antagonistas evita-se efeitos adversos provenientes dos antiandrogenios (ja
que estes ndo se fazem necessarios no tratamento com antagonistas),
supressao mais rapida do PSA, melhor controle de marcadores 6sseos e até
mesmo na sobrevida global dos pacientes, efeitos estes normalmente
associados ao mecanismo de acdo dos antagonistas (TOMERA et al., 2001;
TIEVA et al., 2003; KLOTZ et al., 2014).

Atualmente dois antagonistas do GnRH estédo disponiveis para utilizagdo
clinica: Abarelix e Degarelix (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
UROLOGIA-SBU, 2011). Abarelix foi o primeiro antagonista estudado
(BOCCON-GIBOD et al., 2011) e ja mostrava superioridade com rapida
castracdo médica, sem aumento de T, e maior taxa de diminuigdo do PSA em
comparagao com os agonistas (TOMERA, K. et al., 2001). Mas com o tempo,
através da observacdo do seu perfil, foi mostrando diminuicdo no tempo de
supressdo e o aparecimento de reagdes alérgicas (BOCCON-GIBOD et al.,
2011).

O agente mais estudado da classe dos antagionistas € o Degarelix. Este
farmaco vem mostrando superioridade tanto em relagéo aos agonistas (KLOTZ
et al., 2014) quanto sobre outros farmacos da sua propria classe, os
antagonistas (BROQUA et al., 2002). Em comparagdo a superagonistas
(Leuprolida e Triptorelina), foi considerado um bloqueador mais efetivo dos
receptores do GnRH com supressdo de T rapida e sustentada, sendo o
controle de T mehor tanto a curto quanto a longo prazo (PRINCIVALLE et al.,
2007). Avaliando eficacia e seguranca destas terapias em cinco ensaios
randomizados, Degarelix apresentou resultados superiores aos tratamentos
com Leuprolida e Goserelina (agonistas GnRH) como na melhora da sobrevida
livre de progressdo do PSA, da sobrevida global, e de eventos adversos
relacionados ao CaP (no trato urinario, éssos e articulagdes) (KLOTZ et al.,
2014).

O melhor desempenho de degarelix também ocorre quando comparado
a outros antagonistas. Broqua e colaboradores (2002) descreveram o perfil
farmacolégico de Degarelix, em diferentes doses e vias de administracao,
comparando-o com Abarelix, Gabirelx, Cetrorelix e azalina B (antagonistas) in

vivo e in vitro. Degarelix, formulado em veiculo simples como manitol,
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apresentou propriedades unicas de longa duragdo, em roedores e primatas,
como absor¢ao lenta do sitio de agao, ligagcédo a proteinas plasmaticas e baixa
depuragdo plasmatica. Sua agao foi prolongada com a via de adiministragcao
subcuténea (SC), comparada a via intamuscular (IM), sugerindo a formagao
espontanea de depdsito subcutaneo de liberagao lenta desta substancia, isto é,
a sustentada presenga de degarelix na circulagao reflete a lenta liberagdo do
depdsito. A supressao de LH e a consequente supressao de T com Degarelix
foram mais longas e aumentaram com a dose, podendo ser revertidas em
todas as doses administradas. Por fim, degarelix mostrou menor proporgéao de
liberacdo de histamina do que todos os outros antagonistas (BROQUA et al.,
2002), provando ser um potente e seguro antagnista do eixo hipotalamo-
hipdfise-gbnadas.

O perfil de abrsor¢cdo de degarelix foi estudado em cées e, em
concordancia com o ultimo estudo mencionado, mostrou prolongada liberagao
do depésito, principalmente quando administrado pela via SC, onde a
disponibilidade do farmaco no sangue foi dependente da concentragdo (um
aumento na concentragado da dose levou a uma diminicao na fragao absorvida).
Sendo assim, foi pressuposto que uma baixa concentragdo aumenta a fracao
absorvida e cosequentemente a concentracdo plasmatica, portanto quando
altas concentragdes iniciais do farmaco se fizerem necessarias na clinica pode-
se escolher a via IM (AGERSO et al., 2003).

O metaboliso e excregao de Degarelix também foram analisados, em
diferentes espécies (ratos, caes e macacos) e in vitro. Degarelix na sua forma
inalterada e como metabdlito € totalmente excretado via hepatica e urinaria. A
excregcao da forma inalterada se da principalmente via urina e esta sujeita a
extensiva degradacdo peptidica durante eliminagdo via hepatobiliar,
provavelmente a partir de enzimas do duodeno e jejuno ou por bactérias
intestinais dos ratos, uma vez que o farmaco mostrou-se pobre substrato para
enzimas de degradagdo como P450. A exposigdo sistematica a qualquer
produto de metabdlito parece ser baixa (SONESSON et al., 2011).

1.5 HIPOGONADISMO EM ANIMAIS
Homens podem ser considerados hipogonadicos, ou requerendo TRT,

quando os niveis séricos de T total estdo abaixo de 230ng/dL e apresentando
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sinais e sintomas da doenga (WANG, C. et al, 2009). J& para homens
castrados o nivel padrdo de T total é de 50ng/dL (EUROPEAN ASSOCIATION
OF UROLOGY ON PROSTATE CANCER, 2014), ou seja, existe ampla
diferenga hormonal em ser castrado e ser hipogonadico. A maioria dos
experimentos animais, principalmente em ratos, que tém a intencao de estudar
alteragdes relacionadas ao hipogonadismo, o faz através de castragao
cirurgica, ou seja, retirada dos testiculos a fim de diminuir a T sérica e gerar um
estado hipogonadico (MIRANDA et al, 2012). Porém, analisando os valores de
T total sérica no homem nas duas condigdes mencionadas acima se pode
entender que a castragcdo ndo mimetiza um estado hipogonadico real na
experimentagcdo animal. Por exemplo, em um determinado estudo os valores
séricos de T total em ratos controles foram, em média, de 2ng/mL e nos ratos
castrados foram <25pg/mL (PRINCIVALLE, M. et al., 2007), demonstrando a
grande variagao entre o normal e o castrado, portanto podemos pensar que
possivelmente valores hipogonadicos ficariam entre estas faixas. O
hipogonadismo criado pela castragao tenta mimetizar uma condi¢cdo primaria,
onde a falha principal € testicular e as gonadotrofinas encontram-se elevadas
(DANDONA & ROSENBERG, 2010) , além de ser intermitente nos animais, isto
€, ndo podendo ser descontinuada.

Além da orquiectomia bilateral, Emir e colaboradores (2008) estudaram
outro meio de castracdo em ratos Wistar: a administragcdo de solucido salina
hipertdnica 20% diretamente nos testiculos (0 mecanismo de agédo € um
desbalango osmoético, o qual leva a desidratagao intracelular e morte celular).
Os resultados mostraram que esta solug&o gerou niveis castrados nos animais,
com certa atrofia testicular, sem demais efeitos adversos como infeccdo ou
necrose de pele. Porém, ndo se sabe o0 quanto essa administracdo pode
causar dor. Concluiu-se que a solugao salina hipertdnica 20% intratesticular
parece ser um método confiavel de castragcdo, sendo minimamente invasivo,
com baixo custo e efetivo (EMIR et al,. 2008). Todavia, esta é mais uma forma
de castracéo e nao hipogonadismo em experimentagéo animal.

Em 1977, foi relatada uma cepa mutante de camundongo, designada
com o simbolo hpg proveniente da palavra “hipogonadismo”, na qual os
testiculos e os ovarios ndo se desenvolvem apds o nascimento, provavelmente

ocasionado por uma deficiéncia do GnRH, com consequente redugdo no
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conteudo hipofisario e nos niveis LH e FSH. O camundongo hpg € homozigoto
para o alelo mutante GnRH " e por isso carece completamente de GnRH
(CATTANACH et al., 1977). Outra cepa foi relatada em 1984, originada de
ratos com hidronefrose hereditaria, reportando hipogonadismo severo e
também com o simbolo hpg. Nesta cepa os 6rgaos sexuais estao presentes,
porém sdo muito pequenos (SUZUKI et al., 1988). Ocorre a determinagao
sexual das gbnadas e a diferenciacdo inicial de todos os tipos celulares dos
testiculos, porém a diferenciacdo, proliferacédo e maturacédo destas células sao
afetadas no desenvolvimento pds-natal. Estes ratos possuem baixos niveis de
T e altos niveis de FSH e LH comparados a animais intactos. O hipotalamo e a
hipdfise respondem ao estimulo de T exdgena, mas os testiculos nao
respodem ao FSH e GnRH, portanto configurando uma disfungao primaria das
células de Leydig (HAKAMATA et al., 1988).

Estes estudos parecem ser bastante interessantes como modelos de
hipogonadismo, todavia a primeira cepa citada carece totalmente do GnRH e
nao possui o desenvolvimento das gbnadas e a outra cepa, de ratos, mimetiza
um hipogonadismo primario . Além disso, em ambos os métodos os animais
possuem o estado “hipogonadico” desde o nascimento. A partir destas
colocagdes podemos refletir sobre a necessidade da criagdo de um modelo
animal de hipogonadismo flexivel, isto &, que possa ser gerado a qualquer
momento da vida, onde experimentos possam avaliar os efeitos do estado

hipogonadico em homens mais velhos, por exemplo.
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2 JUSTIFICATIVA

As castragbes cirurgica (orquiectomia) e meédica/quimica normalmente
geram niveis extremos de testosterona sérica, os quais nao representam
verdadeiramente um estado hipogonadico que consiste em baixos niveis
séricos de testosterona. Considerando a magnitude de tal sindrome em termos
de prevaléncia e, principalmente, os varios potenciais efeitos observados na
saude, o desenvolvimento de um modelo animal de hipogonadismo que
mimetize de forma mais realista esta condicido é extremamente importante em
termos de pesquisa clinica, tornando assim possiveis estudos que visem
compreender os fendmenos relacionados a niveis subnormais de testosterona
sérica e ndo apenas 0 que ocorre na castragdo, a qual determina deficiéncia

grave de testosterona.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar diferentes doses de degarelix sobre os niveis de T ao longo do
tempo a fim de gerar um estado hipogonadico a avliar os efeitos na
hitomorfometria do pénis de ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar uma dose do farmaco degarelix que mimetize um estado
hipogonadico em ratos Wistar adultos;

b) Determinar os niveis séricos de testosterona em ratos submetidos a
diferentes doses de degarelix;

c) Avaliar a histomorfometria do corpo cavernoso de ratos submetidos a
diferentes doses de degarelix.
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ABSTRACT

Introduction: Hypogonadism is a syndrome associated with erectile
dysfunction (ED), low libido and changes in body mass. The diagnosis is based
on clinical symptoms and subnormal values of testosterone (T).

Aim: To evaluate the effect of different doses of degarelix, an antagonist of the
gonadotropin releasing hormone (GnRH) receptor, on serum T and to associate
serum T with penile histomorphometry in Wistar rats.

Methods: Animals were divided into 6 groups: Control (n = 8-10); Orchiec +
vehicle (n= 7); Degarelix 200 ug/Kg (n = 8-10); Degarelix 400 ug/Kg (n = 9);
Degarelix 600 pg/Kg (n = 7-9) and Degarelix 800 ug/Kg (n = 9-10). Every 10
days, for 60 days, the animals received vehicle or solutions of degarelix
subcutaneously (s.c.). The content of smooth muscle, collagen and elastic
fibers of the corpus cavernosum (CC) were evaluated by specific microscopic
morphometry. Serum T was measured by chemiluminescence. The results were
considered statistically significant when P values were < 0.05.

Main outcome measures: The effects of different doses of degarelix on T
levels and penile CC histomorphometric.

Results: Throughout the study, the serum T in Orchiec + vehicle, Degarelix 600
and Degarelix 800 groups decreased, and Degarelix 400 group reaching similar
levels after the fourth administration (P<0.001). After 60 days of treatment, in
the same groups above mentioned, T levels reached those observed in the
castrated animals differing only from Day 0 (P<0.001). Body weight increased
in both Control and Orchiec + vehicle groups, when comparing day 0 and day
60 (P=0.001), but when comparing the groups on day 60, rats had a lower body

weight in the Orchiec + vehicle group compared with the Control group (P =
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0.001). The quantity of the trabecular smooth muscle was lower in Orchiec +
vehicle group compared with the Control and Degarelix 200 groups (P=0.003).
The area of the sinusoidal space was lower in all groups compared with the
Control group (P<0.001).

Conclusion: Degarelix produced T levels similar to those of normal and
castrated animals, depending on the dose, and all doses of degarelix (200-800

Mg/Kg) modified the structure of the penile CC of rats.

Key-words: T levels; degarelix; hypogonadism; histomorphometry; animal

model.
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INTRODUCTION

Testosterone deficiency, or hypogonadism, is characterized by clinical
symptoms associated with subnormal levels of testosterone (T). [1] This condition is
not only related to the aging process [2,3] but is also associated with several clinical
conditions, such as diabetes mellitus, metabolic syndrome and obesity. [4] Low
libido, erectile dysfunction (ED), decreased muscle mass and increased fat mass,
decreased body mass index (BMI), decreased vitality and depressed mood are
considered the most common symptoms associated with androgen deficiency. [4]
Although its symptoms are well known, the diagnosis of hypogonadism is still a
controversial topic due to the wide range of serum T levels observed in healthy
people and the different diagnostic cut-off points available in the literature. [5,6] It is
highly recommended that clinical pictures should be associated with testosterone
levels in order to establish diagnosis, since the fact that this condition is not
essentially based on biochemical parameters. [4,5]

It is well established that T levels present an important relationship with normal
sexual response. [7] Androgens, such as T, are involved in the regulation of corpus
cavernosum (CC) components such as smooth muscle cells, metabolism of
connective tissue and deposition of extracellular matrix. [8] Several studies have
demonstrated that T deprivation decreases smooth muscle and sinusoidal space
contents. [9,10,11] However, despite the achievement of low T in these studies, T
deprivation was induced by surgical (bilateral orchiectomy) or medical castration,
which may not accurately reflect clinical practice of hypogonadism.

Androgen deprivation therapy (ADT), a medical castration technique, is the
first-line treatment of metastatic prostate cancer. [12] Degarelix is a rapid, potent and

long-acting gonadotropin-releasing hormone (GnRH) receptor antagonist that has
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been used in ADT [13] and experimental studies, demonstrating safety and efficacy
comparable to GnRH analog. [14,15]

As far as we know, there is no animal model that expresses subnormal levels
of T for a long period of time, thus simulating clinical hypogonadism. Therefore,
considering the magnitude of this clinical condition in terms of prevalence and its
effects on male health, the development of an animal hypogonadal model is

extremely important for clinical research.

AIMS
The aim of this study is to evaluate the effect of different doses of degarelix on
serum T in order to generate a hipogonadic state and to associate serum T with

penile histomorphometry in Wistar rats.
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METHODS

Animals

The Animal Care Committee of Porto Alegre Federal University of Health
Sciences approved this study, and all efforts were made to minimize the discomfort,
distress and suffering of the animals. All animal studies were performed according to
ethical care guidelines.

Rats were maintained under a standard temperature (22+ 2°C) with a 12 h
light/dark cycle, were fed a standard laboratory rat chow and had water available ad

libitum.

Drugs

Degarelix (600 pg/mL; Firmagon® Ferring Pharmaceuticals,Saint-prex,
Switzerland) was prepared in 5% mannitol solution and injected subcutaneously in
the scapular region [14] at different doses (200 ug/Kg, 400 ug/Kg, 600 ug/Kg and 800
Mg/kg). The Control group received 5% mannitol solution, 1 mL/Kg.

Ketamine (100 mg/mL; Cetamin®, Syntec, Cotia, SP, Brazil) and xylazine (20
mg/mL; Anasedan®, Jacarei, SP, Brazil) at 80 mg/Kg and 10 mg/Kg, respectively,
were given by intraperitoneal (i.p.) injection as anesthetic agents.

Ibuprofen (20 mg/mL; Buprovil®, Multilab, Séo Jerdnimo, RS, Brazil) at 20

mg/Kg was given by gavage to animals as an analgesic agent.

Study design
Ninety-day-old, male Wistar rats weighing from 230 to 360 g were divided into

six groups and treated as follows: Control group (n= 8-10): intact animals that
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received 5% mannitol solution vehicle; Orchiec + vehicle group (n= 7): underwent
bilateral orchiectomy that received 5% mannitol solution vehicle; Degarelix 200 group
(n= 8-10): intact animals that received degarelix at 200 pg/Kg; Degarelix 400 group
(n=9): intact animals that received degarelix at 400 ug/Kg; Degarelix 600 group (n=
7-9): intact animals that received degarelix at 600 ug/Kg and Degarelix 800 group (n=
9-10): intact animals that received degarelix at 800 ug/Kg. All animals received
degarelix or vehicle solutions by subcutaneous injection (s.c.) every ten days.

Blood samples were drawn every ten days before degarelix or vehicle
administration, starting on Day 0. On Day 0, blood samples were drawn to analyze
the animals’ baseline T serum levels. Right after this procedure, degarelix or 5%
mannitol solution vehicle were injected subcutaneously. A total of 7 blood samples
(Day 0, Day 10, Day 20, Day 30, Day 40, Day 50 and Day 60) and 6 degarelix or
vehicle administrations were performed during the experimental period (60 days).
Blood samples were collected through retro-orbital arteriovenous plexus puncture
under anesthesia. Serum was extracted by centrifugation at 3000 rpm for 10 min. All
blood samples were frozen and stored at -80°C until the time of analysis. Sixty days
after the beginning of the treatment, all animals were euthanized with an anesthetic
overdose of ketamine and xylazine.

Animals’ body weight was monitored every ten days with a digital electronic

scale (Mallory Ltda, Brazil) for degarelix dose adjustment.

Surgical castration of animals
Rats from Orchiec + vehicle group were anesthetized by a ketamine and
xylazine injection (80 mg/Kg and 10 mg/Kg i.p, respectively) and submitted to

bilateral orchiectomy. The surgical procedure was performed with a 2-cm scrotal
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midline incision, and both testes were removed. |Ibuprofen (Buprovil®, Multilab, Sao
Jerébnimo, RS, Brazil) 20 mg/kg, every 8h, was given by gavage to animals as an

analgesic agent for two days following the procedure.

Measurement of serum testosterone
Serum total T levels were measured by chemiluminescence (Immulite® 1000,

Siemens, USA). The results are expressed in ng/dL.

Histological procedures

At the end of experiment, the entire penile tissue was obtained by dissecting
the foreskin and shaft skin up to the crura. Sterile cotton gauze was used to gently
remove excess blood. The penile tissue was immediately fixed in 10% buffered
formalin, and penile mid-shaft segments were embedded in paraffin according to
standard histological techniques.

For histomorphometric analysis, a total of five 100-um equidistant, transversal
penile tissue sections (5 um thick) were acquired from each specimen. From each
section, five random fields were analyzed, totaling 25 evaluated fields (test areas) per
animal, per stain used. [16] Tissue sections followed routine histological staining.

Azan’s trichrome staining, which highlights smooth muscle (red) and
connective tissue (blue), was used to assess the mean percentage of smooth muscle
in penile cavernosal tissue. The same staining was used to quantify sinusoidal
space.

Corpus cavernosum elastic system components were evaluated using
Weigert’'s Fucsin-Resorcin staining, with previous oxone oxidation, to detect oxitalan,

elaunin and elastic fibers. [16]
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Due to the collagen fibers’ birefringence, all sections were also stained with
Picrosirius red and were observed under light polarization to quantify collagen fibers.

[17]

Histomorphometric measurements

All histological analyses were performed by the same examiner who was blind
to the animal’s treatment. Image acquisition and digitalization were performed with a
digital camera (DP72, Olympus, Tokyo, Japan) coupled to a light microscope (BX51,
Olympus, Tokyo, Japan). All images were obtained in a standardized method to
ensure uniformity of the image.

Smooth muscle, sinusoidal space (X400 final magnification) and elastic fiber
content (X1000 final magnification) were quantified using a manual, point-counting
method [18]. For each image, a 100-point grid (Imaged 1.45s, NIH, USA) was
overlaid on the digitalized field, and the points touching the evaluated area were
counted. The percentages of smooth muscle, sinusoidal space and elastic fibers
content were calculated by dividing the number of points counted per number of total
points x 100.

Due to characteristic collagen birefringence, collagen content was determined
using a semi-automated color segmentation method (Image-Pro® Plus software,
Media Cybernetics, Rockville, MD, USA). [18] This method is based on converting an
image to a binary image by applying a mask with consequent conversion of the
selected component into a black-and-white image. [18] By analyzing the histogram of
the image, it is possible to quantify the selected histological structure. [18] In our
study, the image background was selected, and we applied a mask, where the image

background and other histological components became white and the area occupied
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by collagen fibers became black. The software calculated the area (%) occupied by
the black color (collagen). [18]
Mean values for each CC (the mean of the 25 images analyzed per rat) were

calculated and used to compare the 6 groups.

Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) for hormonal
data over time and as mean t standard deviation (SD) for all other data. For
hormonal data and body weight over time, two-way repeated measures Analysis of
Variance (ANOVA) was performed followed by Tukey’s post-hoc test. One-way
ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test was used to compare baseline levels of
serum T, baseline animal's body weight, smooth muscle, sinusoidal space, elastic
fibers and collagen content among groups. Statistical significance was set at P <
0.05.

All statistical analyses were performed using SPSS statistical software
package version 12.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA). The graphic was
generated with SigmaPlot software version 11.0 for Windows (Systat Software Inc.,

San Jose, CA, USA).

MAIN OUTCOME MEASURES

The effects of different doses of degarelix on T levels and penile CC

histomorphometric.
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RESULTS

The descriptive analysis of serum testosterone is demonstrated in Table 1.

At baseline, before the administration of the drug or castration (Day 0), all
animals had their serum T evaluated, and no statistically significant differences were
observed between the groups (P=0.713).

As depicted in Figure 1, a significant suppression was observed in serum T
levels in the Orchiec + vehicle, Degarelix 600 and Degarelix 800 groups throughout
the study (P<0.001). At the end of the study, in the same groups above mentioned, T
levels reached those observed in the castrated animals differing only from Day 0
(P<0.001). In the Degarelix 400 group, there was a decrease in T levels to castrated
levels only after the fourth administration of the drug (P<0.001).

As observed in Figure 2, there was no difference in body weight of animals in
all groups at baseline (Control = 307.30 + 21.54 g; Orquiec = 275.86 + 19.58 g;
Degarelix 200 = 286.33 £ 26.86 g; Degarelix 400 = 289.67 + 32.69 g; Degarelix 600 =
285.56 + 41.38; Degarelix 800 = 286.00 + 29.67 g) (Day 0, P=0.378). During the
experimental period, body weight increased in the Control and Orchiec + vehicle
groups when comparing Day 0 and Day 60 (P=0.001), and this increase was less
significant in the Orchiec + vehicle group. However, when comparing body weight at
the end of the study (Day 60), rats in the Orchiec + vehicle group (288.57 + 16.33 Q)
weighed less than did those in the Control group (334.26 £ 26.59 g) (P=0.001).

Regarding the mean trabecular smooth muscle content, the levels were lower
in the Orchiec + vehicle group (4.90 £ 2.10) compared with the Degarelix 200 (8.97 £
2.62) and Control groups (8.55 £ 1.61) (P=0.003, Figures 3 and 4). Additionally, in
terms of sinusoidal space content, significantly lower levels were observed in all

groups (Orquiec = 31.42 £ 3.09; Degarelix 200 = 35.42 + 3.97; Degarelix 400 =
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31.52 + 4.76; Degarelix 600 = 30.83 * 4.55; Degarelix 800 = 28.95 + 4.38) compared
to the Control group (41.35 + 5.36 %) (P<0.001). No statistically significant difference
was found in the content of mean elastic fibers (Control = 5.04 + 1.35; Orquiec = 4.17
+ 1.26; Degarelix 200 = 4.66 £ 1.59; Degarelix 400 = 4.39 £ 1.31; Degarelix 600 =
3.61 £ 1.25; Degarelix 800 = 3.99 + 1.33) (P=0.281) and collagen (Control = 30.51%
7.53; Orquiec = 29.64 + 7.15; Degarelix 200 = 32.69 + 10.04; Degarelix 400 = 32.96
+ 9.54; Degarelix 600 = 33.71 + 9.25; Degarelix 800 = 32.95 + 5.37) (P=0.904,

Figures 3 and 4) among groups.
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CONCLUSIONS

At baseline, the serum T levels of the different groups of animals were similar.
Degarelix in different doses caused subnormal serum T levels. At the end of 60 days,
doses of degarelix between 400 mg/kg and 800 mg/kg yielded levels similar to those
observed in the Orchiec + vehicle group. Even at a dose of 200 mg/kg of degarelix,
where greater, but hypogonal, levels of T were observed compared with the other
treatment groups, structural changes occurred in the CC. Orchiectomy and degarelix
doses between 200 mg/kg and 800 mg/kg produced significant changes in sinusoidal
space content. However, only the orchiectomy produced a reduction in mean
trabecular smooth muscle content of the CC. No changes in the contents of elastic
and collagen fibers were observed in any of the degarelix treatment groups.

As expected, the T levels decreased after orchiectomy because it is known
that castration leads to androgen ablation. The literature describes that after
castration, serum T is reduced to castrated levels from 3 to 12 hours in humans [19]
and significantly during the first 4 hours in rats. [20]

With the dose of degarelix at 200 pg/Kg, the levels of serum T remained
similar to the controls for the entire study period but in a subnormal level. The
absence of an observed effect may be related to the time at which the blood
collections were performed; that is, with 200 ug/Kg of degarelix, the levels of serum T
could have decreased and then returned to baseline within 10 days. This possibility is
supported by the finding of Broqua and colleagues (2002) who, with the same dose
and animal model, observed suppression of luteinizing hormone (LH for 6 days and a
subsequent return of LH to baseline on the 7" day; the half-life of the drug was 67

hours). [14]
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The results of this study are in agreement with the literature because degarelix
is often effective for ADT and the treatment of prostate cancer. [21,22] Its action is
well established as a potent GnRH receptor antagonist ensuring long-term chemical
castration. [23,14] The antagonists are believed to be as effective as castration
(orchiectomy) for hormone reduction. [24] In the present study, the T levels with
higher doses of degarelix (600 pg/Kg and 800 ug/Kg) were similar to the Orchiec +
vehicle group, showing a probable blocking action of degarelix in the production of T.
Although aging can decrease the T concentrations, it did not contribute to these
findings, as evidenced by homogeneity in serum T in the Control group throughout
the study.

Throughout this study, with a dose of degarelix at 400 pg/Kg, serum T levels
decreased more gradually until they reached levels of castrated animals; the results
were statistically significant after the fourth administration of the drug (Day 40). An
explanation for such an event could be a cumulative effect of ablation with time. As
such, GnRH receptors may have been down-regulated and not merely occupied by
receptor antagonists. [25]

In this study, the Control and Orchiec + vehicle groups demonstrated an
increase in body weight over time, which we expected due to normal animal growth.
At the end of experiment, surgical castration weighed less than controls and the use
of degarelix presented no effect on weight gain. In humans, it is well reported that the
ADT, as well as degarelix, may result in some adverse effects including weight gain.
[13,30,31] T deficiency is often associated with increased fat mass, reduced lean
body mass and insulin resistance. [4] These changes in body composition tend to be
reflected in body weight. Hypogonadal men with T replacement therapy have

significant weight loss with a marked reduction in BMI and waist circumference, [27]
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whereas androgen deprivation leads to a significant weight gain after the initiation of
ADT, [28] accompanied by increased fat mass and decreased lean body mass. [29]

Interestingly, androgen deprivation in various animal experiments has results
opposite to those observed in body weight in men. In agreement with our results,
some studies have shown no difference in body weight [32,33,34,35] or a reduction
in weight gain in rats after castration. [36,37,38,39] The reason for these effects is
not clear. GnRH antagonists have also demonstrated no body weight change in rats.
[24] Inoue and colleagues (2010) believe that the effects of castration differs between
rodent models and clinical observations. [38] A reduction in body weight has been
observed in castrated dogs, [39] castrated monkeys, [40] and even different strains of
castrated rats. [41] These findings suggest that gonadal hormone ablation leads, by
different mechanisms, to the gain/weight loss among species. In addition, some
authors have observed concomitant hypophagia (food intake reduction), [36,42]
lower levels of glucose and energy intake reduction [38] after androgen ablation in
mice.

It is well established that androgens are necessary for the maintenance of the
components of CC and proper erectile function in both humans and mice. In the
absence of androgens, as in castration, some penile structures and functions may be
impaired. [43,44,45] In agreement with the results presented, others have observed a
decrease in trabecular smooth muscle and sinusoidal space contents after castration.
[9-11,45] Other studies suggest the occurrence of apoptosis in the trabecular smooth
muscle cells and consequent fibrous tissue replacement in CC in rats and rabbits.
[9,43] Additionally, androgen ablation caused changes in the synthesis and release
of vasoactive factors and other aspects of the a1 adrenergic pathway that disrupted

the erectile response in rabbits. [10] Moreover, a lack of androgens has been
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implicated in adipogenic and myogenic pathways in pluripotent cell culture. [26]
Furthermore, rabbits with low levels of androgens typically accumulate fat in their CC
and experience a reduced erectile response. [46]

No prior study evaluating the effect of degarelix on CC penile structures in rats
was found in the literature. Furthermore, we are unaware of other assessments of
sinusoidal space in response to other GnRH agonists and antagonists. Traish and
colleagues (2003), using both surgical and medical (GnRH agonist) castration
techniques, noted a decrease in content, organization and thickness of the trabecular
smooth muscle. [10] The administration of GnRH antagonists to rats, during the
neonatal period, altered gene expression biomarkers for the differentiation of smooth
muscle cells, leading to loss of these cells in the penile CC. [47] However, the
sinusoidal space content was not analyzed in these studies.

Unlike most studies, the collagen content was not altered by surgical or
chemical castration in the present study. Miranda and colleagues (2012) also
observed the conservation of collagen content and believed that this discrepancy
was related to the methods used like to evaluate collagen density and not the
absolute values. [11] Previous studies in our laboratory not demonstrated correlation
between serum T levels and collagen content of the penile CC in castrated rats and
some explanation could be the different study designs, animal models and/or
morphometric methods. [48] The same study indicated that androgens do not affect
the elastic fibers content such as the present study. [48] Inoue and colleagues (2012)
observed no influence of T on the synthesis of elastic fibers corroborating the prior
results. [49] Furthermore, as demonstrated by Pinheiro and colleagues (2000),
mouse CC is distinguishable from man CC in content and organization, [50] so these

aspects should be considered when extrapolating results to humans.

58



There are some limitations in the current study, as a high hormonal variation
among animals and serum T concentrations that were less than the assay sensitivity
of 20 ng/dL. Thus, the real values of hormones may have been overestimated, thus
hiding the hypogonadal values.

In conclusion, from the results observed in the current study it is suggested
that a dose of degarelix between 200 ug/Kg and 400 ug/Kg was able to produce a
hypogonadal state in rats and significant impact in some histomorphometric
characteristics of the CC structure. In addition, in uncastrated rats that were treated
with degarelix, we observed a significant impact on the relative levels of T and the
structure of CC, suggesting the importance of androgens in the maintenance of

penile histomorphometry in rats.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Effect of different doses of degarelix on serum T levels over time
Mean + SEM values of rat serum testosterone levels; *P<0.001 for Days 10, 20, 30,
40, 50 and 60 compared to Day O in the Orchiec + vehicle, Degarelix 600 and
Degarelix 800 groups. **P<0.001 for Days 40, 50 and 60 compared to Day O in the
Degarelix 400 group. P values obtained by two-way repeated measures ANOVA.
Control group = intact animals and received 5% mannitol solution vehicle (n = 9);
Orchiec + vehicle group = underwent bilateral orchiectomy and received 5% mannitol
solution vehicle (n = 7); Degarelix 200 group = intact animals and received doses of
degarelix at 200 pg/Kg (n = 8); Degarelix 400 group = intact animals and received
doses of degarelix at 400 ug/Kg (n = 9); Degarelix 600 group = intact animals and
received doses of degarelix at 600 pg/Kg (n = 7) and Degarelix 800 group = intact

animals and received doses of degarelix at 800 ug/Kg (n = 9).

Figure 2: Effect of different doses of degarelix on body weight

Mean * SD values of rat body weight; *P = 0.001 for Day 60 compared with Day 0 in
the Control and Orchiec + vehicle groups. **P = 0.001 compared with the Control and
Orchiec + vehicle groups at Day 60. P values obtained by two-way repeated
measures ANOVA. Control group = intact animals and received 5% mannitol solution
vehicle (n = 10); Orchiec + vehicle group = underwent bilateral orchiectomy and
received 5% mannitol solution vehicle (n = 7); Degarelix 200 group = intact animals
and received doses of degarelix at 200 pg/Kg (n = 9); Degarelix 400 group = intact
animals and received doses of degarelix at 400 ug/Kg (n = 9); Degarelix 600 group =
intact animals and received doses of degarelix at 600 ug/Kg (n = 9) and Degarelix

800 group = intact animals and received doses of degarelix at 800 ug/Kg (n = 10).



Figure 3: Effect of different doses of degarelix on penile histomorphometry at
end of study

Percent mean = SD values of A) Rat corpus cavernosum smooth muscle content
when compared to the Control, Degarelix 200 and Orchiec + vehicle groups; *P =
0.003; B) Rat corpus cavernosum sinusoidal space content compared with the
Control group; *P<0.001; C) Rat corpus cavernosum elastic fibers content; P = 0.281;
D) Rat corpus cavernosum collagen content; P = 0.904. P values obtained by one-
way ANOVA. Control group = intact animals and received 5% mannitol solution
vehicle (n = 10); Orchiec + vehicle group = underwent bilateral orchiectomy and
received 5% mannitol solution vehicle (n = 7); Degarelix 200 group = intact animals
and received doses of degarelix at 200 pg/Kg (n = 10); Degarelix 400 group = intact
animals and received doses of degarelix at 400 ug/Kg (n = 9); Degarelix 600 group =
intact animals and received doses of degarelix at 600 ug/Kg (n = 9) and Degarelix
800 group = intact animals and received doses of degarelix at 800 ug/Kg (n = 10). In

figure 3C Orquiec +vehicle group n= 6.

Figure 4: Photomicrographs of CC in different doses of degarelix at end of
study

Photomicrographs of rat corpus cavernosum illustrating Azan’s trichrome staining
(Blue: collagen, red: smooth muscle and white: sinusoidal space) at X400
magnification (A, B, C, D, E and F), Picrosirius red under polarization at X400
magnification (G, H, I, J, K and L) and Weigert's Fucsin-Resorcin staining at X1000
magnification (M, N, O, P, Q and R).

A, G, M: Control group = intact animals and received 5% mannitol solution vehicle;

B, H, N: Orchiec + vehicle group = underwent bilateral orchiectomy and received 5%
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mannitol solution vehicle; C, I, O: Degarelix 200 group = intact animals and received
doses of degarelix at 200 ug/Kg; D, J, P: Degarelix 400 group = intact animals and
received doses of degarelix at 400 pg/Kg; E, K, Q: Degarelix 600 group = intact
animals and received doses of degarelix at 600 ug/Kg; F, L, R: Degarelix 800 group =

intact animals and received doses of degarelix at 800 ug/Kg.
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Table 1: Analysis of serum testosterone through the study.

Time (days)
Group
Day 0 Day 10 Day 20 Day 30 Day 40 Day 50 Day 60
260.78 + 253.60 + 282.02 + 282.02 + 282.02 + 242.52 + 165.92 +
Control group (ng/dL) 89.35 88.02 81.60 72.66 97.62 59.88 29.83
(n=9) (n=9) (n=9) (n=28) (n=28) (n=9) (n=9)
335.57 + 20.00 + 20.00 + 20.00 + 20.00 + 20.00 + 20.00 +
) ) 76.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Orquiect + vehicle
group (ng/dL) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
. 258.08 + 154.65 + 220.48 + 190.02 + 296.57 + 202.96 + 97,23 +
Degarelix 200 group 84.58 17.56 55.42 52.73 96.36 51.23 26.58
(ng/dL)
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=18)
. 247.01 + 128.28 + 74.87 + 85.54 + 49.98 + 4321 + 3232+
Degarelix 400 group 90.67 49.39 20.64 25.41 10.71 11.54 7.00
(ng/dL)
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
36.71+
. 439.15 + 65.28 + 39.45 + 3297 + 35.67 + 29.94 + 11.28
Degarelix 600 group 150.64 11.57 13.43 12.83 10.18 7.89
(ng/dL) (n=7)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Degarelix 800 arou 249.15 + 61.72 + 45.60 + 20.00 + 20.00 + 20.00 + 25.17 +5.17
9 group 76.24 12.93 17.37 0.00 0.00 0.00
(ng/L) (n=9)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

* Means + SEM
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que alteragdes nas doses de degarelix,
talvez entre 200 ug/kg e 400 ug/kg, sejam capazes gerar um estado hipogonadico
em ratos. Além disso, mesmo em modelos com niveis de testosterona sérica de
hipogonadicos nao castrados foi possivel observar um impacto significativo na
estrutura do CC, o que sugere que o tratamento com degarelix seja capaz de
produzir um modelo experimental de hipogonadismo e reforga a importancia dos

androgénios na manutengao da histomorfometria peniana em ratos.
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SUBMISSION

The Journal of Sexual Medicine requires that authors submit electronically via the
ScholarOne Manuscripts online submission site

at http://mc.manuscriptcentral.com/jsm. Complete, detailed instructions on uploading
your manuscript are detailed below.

First click on the "Check for Existing Account" button on the opening page of the
website (the bottom of the two buttons). If you do not already have an account, then
create an account for yourself by clicking on the "Create an Account" button. You will
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then be able to submit and monitor the progress of your manuscripts. Follow the
submittal instructions carefully.

At the end of a successful submission, a confirmation screen with manuscript number
will appear and you will receive an E-mail confirming that the manuscript has been
received by the journal. If this does not happen, please check your submission and/or
contact the editorial office atism@issm.info. Through individual Author Centers on
this website, authors can view the status of their manuscripts as they progress
through the review process.

Any major word processor software may be used, and both DOS-based and
Macintosh operating systems are acceptable.

REFERRALS TO SEXUAL MEDICINE

The Journal of Sexual Medicine works together with the ISSM’s new Open Access
Journal, Sexual Medicine, to enable rapid publication of good quality research that
we are unable to accept for publication in our journal. Authors, whose papers are
rejected by The Journal of Sexual Medicine, may be offered the option of having the
paper, along with any related peer reviews, automatically transferred for
consideration by the Editors of Sexual Medicine. Publication decisions will be made a
short time after the transfer takes place. The Editors of Sexual Medicine will accept
submissions that report well-conducted research which reaches the standard
acceptable for publication. Sexual Medicine is an Open Access journal and article
publication fees apply. For more information please go to www.sm.issm.info.

Please note that if you are an author or reviewer for The Journal of Sexual Medicine,
you automatically have an account with Sexual Medicine and you should use the
same login information for submission to that journal that you use for the other
journal.

AIMS AND SCOPE

The Journal of Sexual Medicine publishes multidisciplinary basic science and clinical
research to define and understand the scientific basis of male, female, and couple’s
sexual function and dysfunction. As an official journal of the International Society for
Sexual Medicine and the International Society for the Study of Women's Sexual
Health, it provides HEALTHCAREprofessionals in sexual medicine with essential
educational content and promotes the exchange of scientific information generated
from experimental and clinical research.

The Journal of Sexual Medicine includes basic science and clinical research studies
in the psychologic and biologic aspects of male, female, and couple’s sexual function
and dysfunction, and highlights new observations and research, results with
innovative treatments and all other topics relevant to clinical sexual medicine.

The objective of The Journal of Sexual Medicine is to serve as an interdisciplinary
forum to integrate the exchange among disciplines concerned with the whole field of
human sexuality. The journal accomplishes this objective by publishing original
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articles, as well as other scientific and educational documents that support the
mission of the International Society for Sexual Medicine.

International Society for Sexual Medicine Mission
Specifically, the ISSM aims:

. To establish a scientific Society to benefit the public by encouraging the
highest standards of practice, education and research in the field of human
sexuality;

. To develop and assist in developing scientific methods for the diagnosis,

prevention and treatment of conditions affecting human sexual function;

. To promote the publication and encourage contributions to the medical and
scientific literature in the field of sexual function.

MANUSCRIPT TYPES

The Journal of Sexual Medicine publishes several types of manuscripts. A brief
description of each type follows:

. Original Research

. Reports and Brief Reports
. Reviews
. Editorials

. CONTINUING MEDICAL EDUCATION

. Calendar

Original Research

Original research papers are scientific reports from original research in sexual
medicine. As a general guideline, manuscripts should be 3,000 words in length; more
extensive manuscripts will be considered and judged on merit; however, authors are
urged to be as concise as possible. All manuscripts must include an abstract, a
maximum of 7 tables and figures (total), and up to 50 references. More may be
accepted if justified.

GENERAL INSTRUCTIONS

Manuscripts must be submitted in grammatically correct English, with spelling and
phrasing consistent throughout the paper. Manuscripts that do not meet this standard
cannot be reviewed.

English-Lanquage EDITING SERVICES
Authors for whom English is a second language may wish to consult an English-
speaking colleague or consider having their manuscript professionally edited before
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submission to improve the English. A list of independent suppliers of EDITING
SERVICES can be found

athttp://authorservices.wiley.com/bauthor/english _language.asp. All services are paid
for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication.

Simultaneous Submission

A manuscript is considered for review and possible publication on the condition that it
is submitted solely to The Journal of Sexual Medicine, and that the manuscript or a
substantial portion of it is not under consideration elsewhere. In order for a
manuscript to be considered for publication all named authors must agree 1) to its
submission, 2) that it is not currently being considered for publication by another
journal, and 3) if accepted, the paper will not subsequently be published in the same
or similar form in any language without the written consent of the publisher.

Manuscript Structure
Each manuscript must contain the following structured headings:

. Abstract

. Introduction

. Aims

. Methods

. Main Outcome Measures
. Results

. Conclusions

. References

Reporting Checklists

It is strongly recommended, where appropriate, that you ensure your manuscript
conforms to a reporting guideline that best FITS.7 your type of manuscript. For
example, a CONSORT statement should be completed and uploaded with your
manuscript for a Randomized Controlled Trial. The International Society for Sexual
Medicine (ISSM) Publication Reporting Guidelines detail the appropriate checklist(s)
to use per study type.

We urge you when completing your reporting checklist to take the time to ensure
your manuscript meets these basic reporting needs. In doing so, you will greatly
enhance your chances of publication.

Statistical Guidelines
All submitted manuscripts containing data analyses will be evaluated for the integrity
of the statistical methods as well as a sufficient description of the methodological
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approach. This will entail evaluation of the study design, statistical analysis and
presentation and interpretation of study results. As a general guideline, readers of the
manuscript should be able to replicate the analysis with the same data based on the
description given in the Methods section. Authors are encouraged to carefully select
language in the Discussion that is appropriate given the study design and refrain
from causal inferences from observational (nonrandomized) studies.

Authors should also be explicit about the limitations of the study. Failure to disclose
important limitations upon submission will be viewed with greater scrutiny than those
clearly discussed. Key elements which should be consistent for all submitted
manuscripts include the following:

. Report the sample size n for each study and each analysis

. Describe the power analysis to justify the sample size if appropriate

. Identify all statistical methods and verify the assumptions for all statistical tests
. Provide alpha (the probability of a Type | error) for all statistical tests

. Specify whether tests are one- or two-sided

. Report the descriptive statistics (n, mean, median, and standard deviation) for

all continuous variables
. Report n and the sample proportion for binary variables

. Adequately explain complex statistical procedures such a multivariate logistic
regression and the Cox proportional hazards regression model and verify the
assumptions of each such procedure

. Report the actual P-values and explain what is meant by statistical
significance

. Discuss and describe adjustments for multiple testing

Ethics

All manuscripts must conform to the policies outlined in the ISSM Publication
Guidelines.

Informed Consent

The Journal of Sexual Medicine requires that all appropriate steps be taken in
obtaining informed consent of any and all human and/or experimental animal
subjects participating in the research comprising the manuscript submitted for review
and possible publication. A statement indicating that the protocol and procedures
employed were reviewed and approved by the appropriate institutional review
committee must be included in the Methods section of the manuscript. For research
involving recombinant DNA, containment facilities and guidelines should conform to
those of the National Institutes of Health or corresponding institutions. For those
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investigators who do not have formal ethics review committees, the principles
outlined in the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983, should be followed. A
statement is required with any report of investigations involving human subjects
confirming that informed consent was obtained from the subject(s) and/or
guardian(s). It should be stated clearly in the manuscript that informed consent was
obtained.

Disclosure Statement

The Journal of Sexual Medicine requires that all authors disclose any potential
sources of conflict of interest. Any interest or relationship, financial or otherwise,
which might be perceived as influencing an author's objectivity, is considered a
potential source of conflict of interest. These must be disclosed when directly
relevant or directly related to the work that the authors describe in their manuscript.
Potential sources of conflict of interest include, but are not limited to, patent or stock
ownership, membership of a company board of directors, membership of an advisory
board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees
from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication
in any ISSM journals. If the authors have no conflict of interest to declare, they must
also state this at submission. It is the responsibility of the corresponding author to
review this policy with all authors and collectively to list on the cover letter to the
Editor-in-Chief, in the manuscript (under the Acknowledgements section), and in the
online submission system ALL pertinent commercial and other relationships.

Authors' Professional and Ethical Responsibilities

Should possible scientific misconduct or dishonesty in research submitted for review
be suspected or alleged, The Journal of Sexual Medicine reserves the right to
forward any submitted manuscript to the sponsoring or funding institution or to other
appropriate authorities for investigation. The journal also screens manuscripts for
incidents of plagiarism; please ensure that manuscripts present original data written
in unique language.

Authorship

The Journal of Sexual Medicine requires that all authors complete an authorship
statement. All PERSONS designated as authors should qualify for authorship. Each
author should have participated sufficiently in the work to take public responsibility for
the content. Authorship credit should be based only on substantial contributions to
Category 1: a) conception and design, b) analysis of data, and c) interpretation of
data; and Category 2: a) drafting the article, or b) revising it critically for important
intellectual content; and on Category 3) final approval of the version to be published.
Categories 1, 2, and 3 must all be met. Participation solely in the acquisition of
funding or the collection of data does not justify authorship. General supervision of
the research group is not sufficient for authorship. Any part of an article critical to its
main conclusions must be the responsibility of at least one author.
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Editors may ask authors to describe what each contributed; this information may be
published. Increasingly, multicenter trials are attributed to a corporate author. All
members of the group who are named as authors, either in the authorship position
below the title or in a footnote, should fully meet the above criteria for authorship.
Group members who do not meet these criteria should be listed, with their
permission, in the Acknowledgments or in an appendix. The order of authorship
should be a joint decision of the coauthors. Because the order is assigned in different
ways, its meaning cannot be inferred accurately unless it is stated by the authors.
Authors may wish to explain the order of authorship in a footnote. In deciding on the
order, authors should be aware that many journals limit the number of authors listed
in the table of contents and that the U.S. National Library of Medicine (NLM) lists in
MEDLINE only the first 24 plus the last author when there are more than 25 authors.

Drugs and Devices

Use of generic drug names (or generic name followed by trade name in parentheses)
may be used. Include manufacturer and their location (city and country) for drugs and
devices.

Permissions

Information reproduced from another source must be properly cited. The
corresponding author is responsible for obtaining written permission from the
appropriate authors and/or copyright holders to use previously published or
copyrighted material. Signed permission statements from the copyright holder for
both print and online reproduction must be sent to The Journal of Sexual
MedicineEditorial Office upon manuscript submission. Permission statements also
must be obtained from at least one author when citing unpublished data, in press
articles, and/or PERSONAL “communications.

MANUSCRIPT PREPARATION AND SUBMISSION

In general, manuscripts should be prepared in accordance with “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” developed by the
International Committee of Medical Journal Editors (www.icmje.orq).

We place few restrictions on the way in which you prepare your article, and it is not
necessary to try to replicate the layout of the journal in your submission. We ask only
that you consider your reviewers by supplying your manuscript in a clear, generic and
readable layout, and ensure that all relevant sections are included. Our production
process will take care of all aspects of formatting and style.

Please use the Manuscript Submission Checklist at the end of the Author Guidelines
to ensure that the manuscript has all the information necessary for successful
publication.

Abstracts

Abstracts must be submitted in the appropriate field without the manuscript title or
factors identifying the authors or institutions. Abstracts have a 300 word limit.

95



Abstracts must be structured to include introduction, aim, methods, main outcome
measures, results and conclusions.

Keywords

Below the abstract authors should provide, and identify as such, 4 to 10 key words or
short phrases that will assist indexers in cross-indexing the article and may be
published with the abstract. Terms from the Medical Subject Headings (MeSH) list of
Index Medicus should be used; if suitable MeSH terms are not yet available for
recently introduced terms, present terms may be used.

References

References are to be cited consecutively in the text typed after the final punctuation.
References at the end of each manuscript should be listed in the order in which they
are first cited in the text, typed double-spaced. The references should conform to the
Index Medicus style, omitting number and day of month of issue. Punctuation is
shown in the examples below. References to articles in press must state name of
journal and if possible, volume and year.

For journal articles: all authors should be listed, title of article; name of journal;
year; volume number; first and last page.

For BOOKS: surname and initials of all authors, title and subtitle, edition (other
than first), publishing house, city, year, page as specific reference.

For chapters in BOOKS: surname and initials of all authors of chapter, title of
chapter, editors, authors, or compilers of BOOK, title of book, edition (other than
first), publishing house, city, year, page.

1. Jones, TH, Smith, ML, Land SW. Diagnosis and treatment of ERECTILE
DYSFUNCTION. J Urol 1986;135:922-927.

2. King, RE. Sexual dysfunction in men and women. Taylor and Francis: Philadelphia
1974, 86pp.

3. Stevens RA, Otis PN. Persistent sexual arousal syndrome. In: Johnson DA, ed.
Female sexual dysfunction.. Little Brown and Company: Boston, 1976, pp 100-106.

Abbreviations, Symbols, and Nomenclature

A list of acceptable abbreviations is published in the Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals (also known as the Declaration of
Vancouver). For more information, refer to: International Committee of Medical
Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical
journals. Ann Intern Med 1997;126:36-47. You may contact the Editor or publisher
directly with questions.

Quantitative data must be reported in the International System of Units (Sl units).

Tables and Figures - House Style Guidelines

All tables and figures must be original for original research. If a table or figure has
been published before, written permission must be given by the owner for its
reproduction.

Tables

All tables must be cited in the text in the order that they should appear. Tables should
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be typed double-spaced on separate pages with number and title. Symbols for units
should be confined to column headings. Tables must be supplied in an editable
format. It is not acceptable to supply tables as images. You will be asked to resupply
any table submitted in a non-editable format.

Figures

All figures must be cited in the text in the order that they should appear. lllustrations
are an important medium through which to convey the meaning in your article, and
there is no substitute for preparing these to the highest possible standard. Therefore,
please create your illustrations carefully with reference to our graphics guidelines
(seehttp://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp). It is very difficult to
improve an image that has been saved or created in an inappropriate format. We
realize that not everyone has access to high-end graphics software, so the following
information may help if you are having difficulty in deciding how to get the best out of
the tools at your disposal.

1. Check your software options to see if you can ‘save as’ or ‘export’ using one of the
robust, industry-standard formats. These are:

. Encapsulated PostScript (EPS)

Tagged Image File Format (TIFF)

Portable Network Graphics (PNG)
. Portable Document Format (PDF)

2. As a general rule of thumb, images that contain text and line art (graphs, charts,
maps, etc.) will reproduce best if saved as EPS or PDF. If you choose this option, it is
important to remember to embed fonts. This ensures that any text reproduces exactly
as you intend.

3. Images that contain photographic information are best saved as TIFF or PNG, as
this ensures that all data are included in the file. JPEG (Joint Photographic Experts
Group) should be avoided if possible, as information is lost during compression;
however, it is acceptable for purely photographic subjects if the image was generated
as a JPEG from the outset (many digital cameras, for example, output only in JPEG
format).

4. If you are not sure which format would be the best option, it is always best to
default to EPS or PDF as these are more likely to preserve the high-quality
characteristics of the original.

5. Microsoft Office. If you have generated your images in Microsoft Office software
(Word, Excel, PowerPoint), or similar, it is often best simply to send us the files in
their native file formats.

6. Please ensure all images are a minimum of 600 dpi.

Supporting Information
Supporting Information can be a useful way for an author to include important but
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ancillary information with the online version of an article. Examples of Supporting
Information include additional tables, data sets, figures, movie files, audio clips, and
other related nonessential multimedia files. Supporting Information should be cited
within the article text, and a descriptive legend should be included. It is published as
supplied by the author, and a proof is not made available prior to publication; for
these reasons, authors should provide any Supporting Information in the desired final
format.

For further information on recommended file types and requirements for submission,
please visit:http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp.

REVIEW PROCESS

Editorial and Peer Review Process

The Journal of Sexual Medicine maintains the highest standards of peer review and
pursues editorial approaches that may help us avoid bias. All submitted manuscripts
are reviewed for quality, novelty, scientific importance, and relevance to the journal’s
readership. Manuscripts with insufficient priority for publication or those that are
outside the scope of the journal are rejected promptly, or, if appropriate, referred

to Sexual Medicine. Manuscripts are assigned to an Associate Editor, who is a
subject expert. Associate Editors select the external peer reviewers who are experts
in the field, and submit a recommendation to the Editor-in-Chief along with the peer
review reports. The Editor-in-Chief makes all final decisions on manuscripts. All
research articles published in the journal undergo full peer review. We do our utmost
to judge research objectively on its own merits and to avoid favoring research, for
example, from particular institutions, countries, or regions. The Journal of Sexual
Medicine employs a double-blind review process in which author identities and peer
reviewer identities are kept confidential from one another. All publication decisions
are made by the Editor-in-Chief on the basis of the reviews provided. Members of the
Editorial Board lend insight, advice, and guidance to the Editor-in-Chief generally and
assist in decision making on specific submissions. The Managing Editor and Editorial
Assistant provide administrative support to ensure the journal maintains the integrity
of peer review and delivers rapid and efficient publication to authors and reviewers.
The existence of a manuscript under review is not revealed to anyone other than the
peer reviewers and editorial staff. Peer reviewers are required to maintain
confidentiality about the manuscripts they review and must not divulge any
information about a specific manuscript or its content to any third party without prior
permission from the journal editors. All authors will be sent notification of the receipt
of manuscripts and editorial decisions by e-mail. During the review process,
designated contact authors can also check the status of the submitted manuscript via
ScholarOne Manuscripts at http://mc.manuscriptcentral.com/jsm.

Information for Peer Reviewers

As per the guidelines issued by the World Association of Medical Editors (for further
information, refer to www.WAME.org):
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“‘Reviews will be expected to be professional, honest, courteous, prompt, and
constructive. The desired major elements of a high-quality review should be as
follows:

. The reviewer should have identified and commented on major strengths and
weaknesses of study design and methodology.

. The reviewer should comment accurately and constructively upon the quality
of the author's interpretation of the data, including acknowledgment of its
limitations.

. The reviewer should comment on major strengths and weaknesses of the

manuscript as a written communication, independent of the design, methodology,
results, and interpretation of the study.

. The reviewer should comment on any ethical concerns raised by the study, or
any possible evidence of low standards of scientific conduct.

. The reviewer should provide the author with useful suggestions for
improvement of the manuscript.

. The reviewer's comments to the author should be constructive and
professional.

The review should provide the editor the proper context and perspective to
make a decision on acceptance (and/or revision) of the manuscript.”

Recommendations about publication are appreciated and are welcomed in the
comments to the Editors. However, we kindly ask that reviewers not make such
recommendations in their comments to the authors. Indeed, it is our policy to edit
such comments out of any communications to authors.

CrossCheck

CrossCheck is a multi-publisher initiative to screen published and submitted content
for originality. To find out more about CrossCheck

visit http://www.crossref.org/crosscheck.html. By submitting your manuscript to The
Journal of Sexual Medicine you accept that your manuscript may be screened, using
the iThenticate tool, for textual similarity to other previously published works.
COPYRIGHT TRANSFER

Authors will be required to assign copyright in their papers. Copyright assignment is a
condition of publication and papers will not be passed to the publisher for production
unless copyright has been assigned. The copyright transfer agreement form is
available here.

PRODUCTION PROCESS

Proofs

Soon after acceptance, you will receive an email containing your PDF proof. The
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corresponding author must return all proof corrections within 48 hours and limit
changes to corrections of typographical errors and errors in the presentation of data.
Once you have submitted your corrections, the production office will finalize the
layout of your article for publication.

Reprints

Authors will receive instructions on how to purchase reprints inside their proof
packets. Please note that regardless of the form in which they are received, reprints
should not be resold, nor further disseminated in electronic form, nor deployed in part
or in whole in any marking, promotional, or educational contexts without authorization
from Wiley.

Production Questions

Please direct any questions regarding the production of your article to the Production
Editor atJSM@wiley.com.

Author Resources

For additional tools visit Author Resources - an enhanced suite of online tools for The
Journal of Sexual Medicine authors, featuring Article Tracking, E-mail Publication
Alerts, and Customized Research Tools.

Embargo Policy

Once submitted, contributions cannot be discussed with the media until one week
before the publication date. Accepted articles are embargoed from reporting by all
media until 12:01 A.M. (EST) on the date of issue. Authors who discuss their work
with the media prior to publication must ensure that the media representatives know
the embargo policy and the embargo date. Authors arranging their own publicity on
their articles are advised to notify The Journal of Sexual MedicineEditorial Office in
advance. The Journal of Sexual Medicine does not provide embargo dates to authors
arranging their own publicity.

SELF-ARCHIVING

Following publication of the final published version, the author retains the right to self-
archive thesubmitted version on the author's PERSONAL® website or in the author's
institution's/employer's institutional repository or archive. This right extends to both
intranets and the Internet. Authors may not self-archive on 3rd-party repositories.
Authors may not update the submitted version or replace it with the published
version. The version posted must contain a legend as follows: This is the pre-peer-
reviewed version of the following article: FULL CITE, which has been published in
final form at [Link to final article]. Please see the Copyright Transfer Agreement for
additional details on author rights.

NIH PUBLIC ACCESS MANDATE

The Journal of Sexual Medicine fully complies with the NIH public access mandate.
For those interested in the Wiley policy on the NIH Public Access Mandate,

please visit our policy statement.

GETTING HELP

If you need additional help, please contact the Managing Editor at jsm@jissm.info.

100



Manuscript Submission Checklist

Please complete the following steps to ensure the correct submission of your
manuscript:

* Include a title page for your manuscript that is separate from the rest of the main
document (preferably uploaded as a Supplementary File Not for Review), including:

. Full author names and the highest qualifications (PhD, MD, etc.) for all
authors;

. Institution, city and country details for each author; and,

. Address of corresponding author (especially email address for the PERSON

to whom the proof notification is to be sent).
* Please upload the main manuscript without identifying author information, including:
. Title page WITHOUT authors’ names or authors’ affiliations

. Abstract and 4-10 keywords

. Text (introduction, materials and methods, results, discussion)

. Literature cited (see below for tips on references)

. Tables (may be sent as a separate file if necessary)

. Figure legends

. Acknowledgements, including details of funding bodies with grant numbers

» Abstracts for Original Research articles must be structured as follows: Introduction,
Aims, Methods, Main Outcome Measures, Results, Conclusion.

» Abstracts for Case Reports should be structured as follows: Introduction, Aims,
Methods, Results, Conclusion.

* Provide a conflict of interest statement for every author.

* Please pay attention to the quality of all figures and artwork supplied (see below for
requirements):

. All charts must be in black and white or grayscale.

. Should your figures originate in a PowerPoint presentation, please remove:
any previous presentation effects, such as line-art color that is not of didactic
value; background color or shading effects and 3-dimensional views where 2-d
can convey results with equal effectiveness.

. All text included in figure labels must be of a sufficient size to be legible should
the figure be resized during typesetting.
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. Do not include the figure title or figure identification number within the figure
itself. This does not reproduce effectively and typically does not FIT journal
style.

. Please save your figure files at the highest resolution possible. Please also
supply figure art in original file formats whenever possible. Images imbedded in a
MS Word document typically do not possess a resolution as high as the original
file.

» Have all scientific symbols used in your manuscript transferred successfully to the
PDF proof? Please correct this problem before submission.

» All references must be displayed sequentially based upon order of citation.
References ordered alphabetically are not acceptable. Failure to comply with, or
perform, these important tasks may delay both peer-review of your manuscript and its
eventual publication.

REPRODUCTION PERMISSION

You can obtain permission to reproduce The Journal of Sexual Medicine content

directly from the journal's website. Just search for the material you wish to reuse

on Wiley Online Library. Click on the 'Request Permission' link.

. Follow the online instructions and select your requirements from the drop
down options to gain a 'quick quote'

. Create a RightsLink® account to complete and pay for your transaction (if you
do not already have one)

. Read and accept our Terms & Conditions and Download your license

COMMUNICATIONS TO THE PUBLISHER

For business inquiries, subscription information, orders, or subscriber CHANGES OF
ADDRESSr, and all other information

visit: http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1743-
6109/homepage/Contact.html.
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