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RESUMO

A fisiologia da erecdo envolve mecanismos centrais e periféricos complexos.
Contudo, para que os fenbmenos envolvidos na funcéo erétil se estabelecam de
maneira adequada, ha a necessidade da integridade dos tecidos dos corpos
cavernosos, bem como de um nivel adequado de horménios e neurotransmissores.
Ainda, niveis adequados de testosterona atuam na anatomia do corpo cavernoso, na
fisiologia e na funcédo do tecido peniano, bem como regulam a liberacdo de 6xido
nitrico. Porém, o exato mecanismo pelo qual a testosterona atua no corpo cavernoso
permanece incerto. Portanto, o0 objetivo desta tese foi avaliar os efeitos
histomorfométricos e o grau de apoptose no corpo cavernoso de ratos submetidos a
ablagdo androgénica, com ou sem reposicdo hormonal com undecanoato de
testosterona. Para tanto, ratos Wistar adultos foram divididos em trés grupos: Grupo
1= Sham operation (n=5-8); Grupo 2 = Orquiectomia bilateral + veiculo oleoso 30
dias apos a cirurgia (n = 7 — 8) e Grupo 3 = Orquiectomia bilateral + Undecanoato de
testosterona 100mg/kg, via i.m., 30 dias apds a cirurgia (n=5-7).Todos os animais
foram sacrificados 60 dias apés o inicio dos experimentos. Observamos uma
diminuicdo nos niveis de testosterona no Grupo 2 quando comparado aos Grupos 1
e 3 (P<0,001). A ablagdo androgénica diminuiu tanto o diametro peniano bem como
a (quantidade de musculatura lisa no corpo cavernoso (P=0,001; P=0,005,
respectivamente) e a reposicdo hormonal manteve estes parametros a niveis de
animais controle. Nenhuma diferenca foi encontrada na quantidade de espacos
sinusdides (P=0,207), fibras elasticas (P= 0,849), fibras colagenas (P=0,216), grau
de apoptose celular (P=0,095) e 6xido nitrico entre os grupos (P=0,526). Concluimos
gue niveis adequados de testosterona mantém a quantidade de musculatura lisa no
corpo cavernoso e que este andrégeno nédo influencia na quantidade de fibras
elasticas e fibras colagenas no corpo cavernoso de ratos. Aléem disso, a testosterona
nao altera a taxa de apoptose no corpo cavernoso bem como os niveis de Oxido

nitrico.

Palavras-chave: andlise histomorfométrica, orquiectomia bilateral, undecanoato de

testosterona, reposi¢cao hormonal, apoptose, 6xido nitrico, ablagdo androgénica.
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ABSTRACT

Erectile function physiology is a complex interplay between central and peripheral
mechanisms. However, for the erectile mechanism to be set appropriately, it requires
the integrity of corpora cavernosa tissue, as well as adequate levels of hormone and
neurotransmitters. Furthermore, adequate levels of testosterone are important to
corpus cavernosum anatomy, to the physiology and function of penile tissue and
regulate the release of nitric oxide. However, the exact mechanism by which
testosterone acts in corpus cavernosum remains unclear. Therefore, the aim of this
thesis was to evaluate histomorphometric parameters and apoptosis™ degree in the
corpus cavernosum of rats undergoing androgen ablation, with or without hormone
replacement with testosterone undecanoate. Adult Wistar rats were divided into three
groups: Group 1= Sham operation group (n= 5-8); Group 2=Bilateral orchiectomy +
oily vehicle group (n= 7-8); Group 3= Bilateral Orchiectomy + testosterone
undecanoate 100mg/kg i.m. 30 days after the surgery (n= 5-7).All animals were
euthanized 60 days after the beginning of the treatment. Testosterone levels were
decreased in Group 2 when compare to Groups 1 and 3 (P<0.001). Testosterone
deprivation reduced trabecular smooth muscle content and penile diameter and
testosterone replacement smooth muscle content as well as penile diameter
(P=0.005; P=0.001, respectively). No difference was observed in the content of
sinusoidal space (P=0.207), elastic fibers (P=0.849), collagen (P=0.216), apoptosis
(P=0.095) and in NO levels among groups (P=0.526). Therefore, we conclude that
testosterone levels maintain corpus cavernosum smooth muscle content and do not

influence elastic fibers, collagen content as well as apoptotic index and NO levels.

Key-words: histomorphometry analysis; bilateral orchiectomy, testosterone
undecanoate; testosterone replacement, apoptosis; nitric oxide; androgen

deprivation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Morfologia do Pénis

1.1.2 Anatomia

O pénis é o 6rgdo masculino que comporta tanto o sistema urinario quanto o
sistema reprodutor, devido a presenca da uretra: saida comum para a urina e 0
sémen (MOORE; DALLEY; AGUR; 2011). Anatomicamente, 0 pénis é composto por
raiz, corpo e glande. A raiz € a parte fixa do pénis localizada no perineo, entre a
membrana do mesmo, na por¢éo superior, e a fascia, na porcéo inferior. E formada
pelos ramos e pelo bulbo, que sdo massas de tecido erétil, bem como pelos
musculos isquiocavernoso e bulboesponjoso (HEALY, 2008; MOORE; DALLEY;
AGUR; 2011; CHUNG et al., 2012). O corpo do pénis, por sua vez, € a parte livre e
pendular do mesmo, composto por dois corpos cavernosos, localizados na parte
dorsal do pénis, e um corpo esponjoso, situado ventralmente. Tanto 0S corpos
cavernosos quanto o corpo esponjoso sdo corpos cilindricos de tecido erétil, sendo
continua¢cBes dos ramos e do bulbo, respectivamente (HEALY et al., 2008; MOORE;
DALLEY; AGUR; 2011; CHUNG et al., 2012).

O septo do pénis, em geral, incompleto, separa 0S cOrpos cavernosos
Envolvendo cada corpo cavernoso, existe uma camada de revestimento externa
fibroelastica densa denominada tunica albuginea (ROSS; PAWLINA; 2012). Além
deste revestimento, 0S COrpos cavernosos e 0 Corpo esponjoso estao revestidos pela
fascia profunda do pénis, também denominada fascia de Buck, o qual une estas
estruturas (HEALY et al., 2008; MOORE; DALLEY; AGUR; 2011; CHUNG et al.,

2012). Sobrepondo a fascia de Buck, encontramos a fascia superficial, também
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conhecida como fascia Dartos (CHUNG et al., 2012). O corpo esponjoso, por sua
vez, abriga a parte esponjosa da uretra e se expande, na porcdo distal, para dar
origem a glande do pénis (HEALY et al., 2008; MOORE; DALLEY; AGUR; 2011;
CHUNG et al., 2012).

Toda esta estrutura € irrigada pelas artérias dorsais do pénis, pelas artérias
profundas e pelas artérias do bulbo. As artérias dorsais sdo responsaveis pela
irrigacdo do tecido fibroso localizado ao redor dos corpos cavernosos bem como
pela irrigacdo do corpo esponjoso, da parte esponjosa da uretra e pele do pénis. Ja
as artérias profundas irrigam o tecido erétii do corpo cavernoso, sendo
extremamente importantes no processo de erecdo. As artérias do bulbo do pénis
irrigam tanto a glandula bulbouretral quanto a parte posterior do corpo esponjoso e a
uretra (HEALY et al., 2008; MOORE; DALLEY; AGUR; 2011; CHUNG et al., 2012).
Todas estas artérias sdo ramos das artérias pudendas internas (LUE, 2012).

A drenagem venosa € feita por um conjunto de veias que se une a veia
dorsal profunda do pénis, levando a maior parte do sangue venoso dos corpos
cavernosos e do corpo esponjoso para o plexo venoso prostatico. Além disso, o
sangue da pele e da tela subcutanea do pénis drena para a veia dorsal superficial,
gue, por sua vez, drena para a veia pudenda externa superficial (HEALY et al., 2008;
MOORE; DALLEY; AGUR; 2011; CHUNG et al., 2012).

O pénis € um 6rgdo rico em terminacbes nervosas sensitivas,
especialmente a glande. O nervo dorsal do pénis, localizado lateralmente a artéria
dorsal, conduz fibras sensitivas para a pele e para a glande. Ainda, ramos do nervo
ilioinguinal inervam a pele na raiz do pénis e 0S nervos cavernosos, responsaveis
pela conducédo de fibras colinérgicas e adrenérgicas, inervam as artérias helicinas do

tecido erétil (HEALY et al., 2008; MOORE; DALLEY; AGUR; 2011; CHUNGet al.,
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2012). As fibras parassimpaticas (colinérgicas) tém origem na regido S2-4 da medula
espinhal, enquanto as fibras simpaticas (adrenérgicas) tém origem na regido T11-L2
da medula espinhal (HEALY et al., 2008).

Todo o orgdo € envolvido por pele fina, sendo que a mesma esta
frouxamente aderida a fascia do pénis pelo tecido conjuntivo frouxo subjacente,
exceto na glande, onde a mesma encontra-se fortemente aderida (MOORE;

DALLEY; AGUR; 2011; CHUNG et al., 2012;ROSS; PAWLINA; 2012).

1.1.3 Histologia do corpo cavernoso
O tecido erétil dos corpos cavernosos € formado por espacos vasculares
amplos, de formato irregular, que sdo separados por trabéculas. Tais espacos
vasculares sdo denominados sinusdides. As trabéculas sdo formadas por uma
camada irregular de mausculo liso, por fibras coldgenas e por fibras do sistema
elastico (JUNQUEIRA; CARNEIRO; 2008; LUE, 2012; ROSS; PAWLINA; 2012).
A tunica albuginea que envolve os corpos cavernosos € formada por uma
rede de fibras elasticas e colagenas, que permite flexibilidade e rigidez durante a
erecdo (LUE, 2012; ROSS; PAWLINA; 2012). Esta estrutura contém 2 camadas que
sdo formadas por multiplas subcamadas. A camada interna é formada por fibras de
orientacdo circular e é a partir desta camada que pilares intracavernosos tém
origem, entrecruzando o tecido erétil, dando sustentagdo e suporte ao mesmo (LUE,
2012). Ja a camada externa é formada por fibras na orientacéo longitudinal (LUE,
2012) (Figura 1).
Todas estas estruturas participam e sdo de suma importancia para a funcéo

eréetil (SHABSIGH, 1997; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009).
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Figura 1 —Desenho de um corte transversal do pénis humano, demonstrando os capilares
intracavernosos e a orientagdo das fibras na tunica albuginea (Reproduzido com permissao
deElsevier.LUE, Tom Fin: WEIN et al. Campbell-Walsh Urology. 10th ed. Philadelphia,
Pennsylvania: Elsevier Saunders, 2012. p. 55 - 70; Copyright Elsevier).

1.1.4 Anatomia do pénis de rato

O pénis do rato é um 6rgdo amplamente utilizado para estudar a fisiologia da
funcdo erétil, bem como a fisiopatologia da disfuncdo erétil (DE). Além disso, é
usado para estudar a estrutura histoldégica do corpo cavernoso e suas alteracdes
frente a uma determinada patologia (PINHEIRO et al., 2000). Devemos ressaltar, no
entanto, que existem diferencas importantes na anatomia e na histologia do corpo
cavernoso entre a espécie humana e o Rattus novergicus (PINHEIRO et al., 2000).

O primeiro ponto a ser considerado € que o roedor apresenta corpo
cavernoso em formato de ferradura, como demonstrado na Figura 2. Apesar do
septo do pénis ser incompleto na espécie humana, 0 mesmo mantém 0s corpos
cavernosos separados, ja que situam-se lado a lado (LUE, 2012).

Outra diferenca importante entre o corpo cavernoso de ratos e de humanos
se refere as caracteristicas morfologicas/histologicas dos corpos cavernosos. Neste
contexto, Pinheiro e colaboradores (2000) publicaram um artigo inédito cujo objetivo

era caracterizar e quantificar a quantidade de musculo liso, de fibras colagenas e
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fibras elasticas no corpo cavernoso de ratos e estabelecer um paralelo entre estes
dados com aqueles encontrados em seres humanos (PINHEIRO et al., 2000).
Segundo os autores, o corpo cavernoso de ratos apresenta menor
guantidade de musculatura lisa e maior quantidade de colageno, prevalecendo as
fibras de colageno do tipo | e Ill. Além disso, ratos possuem menor quantidade de
fibras elasticas no corpo cavernoso (4,9%) quando comparado a humanos (9%)
(PINHEIRO et al., 2000). Vale ressaltar que o principal componente do corpo
cavernoso de ratos sdo as fibras colagenas, como observado na Figura 2

(PINHEIRO et al., 2000).
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Figura 2 - Corte transversal do pénis derato Wistardemonstrando as estruturas eréteis.
Tricrdmicro de Azan, aumento de 20X (Arquivo pessoal).

1.2 Fisiologia daErecao

1.2.1 Aspectos Historicos
A fisiologia da eregdo tem sido alvo de interesse e estudo durante muito
tempo. Uma das primeiras teorias sobre o assunto foi proposta por Aristoteles, o

gual afirmou que o pénis era formado por nervos que carregavam energia a0 mesmo
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e que a erecdo seria o resultado do influxo de ar neste 6rgdo (LUE, 2012). Esta
teoria foi bem aceita até que, em 1504, Leonardo da Vinci notou que o pénis ereto
de um homem estava repleto de sangue, desmistificando a teoria proposta por
Aristoteles (LUE, 2012). Em 1585, Ambroise Paré descreveu a anatomia peniana,
bem como o conceito de erecdo. Ja em 1718, Dionis enfatizou a importancia do fluxo
sanguineo para o mecanismo fisiolégico da erecdo. Desde entdo, muitas teorias
acerca da hemodinamica da erecdo e da detumescéncia peniana foram descritas.
Porém, foi apenas por volta das décadas de 80 e 90 que a maioria das descobertas
sobre a fisiologia da erec¢éo, tais como a importancia da musculatura lisa e da tunica
albuginea neste processo, bem como a identificacdo do 6xido nitrico (NO) como o

principal mediador da erecéo, foram apresentadas (LUE, 2012).

1.2.2 Fisiologia da Erecéo e o papel de neurotransmissores envolvidos
neste processo

Sabe-se que a erecdo peniana é o resultado de um complexo conjunto de
eventos coordenados que envolve a participacdo tanto de fatores psicolégicos,
quanto hormonais e neurovasculares (LUE, 2000; BILLUPS, 2005). Ap6s um
estimulo sexual, as fibras parassimpaticas dos nervos cavernosos e o endotélio
peniano liberam NO, o principal neurotransmissor envolvido na fisiologia da eregao
(LUE, 2000; BURNETT, 2004; BILLUPS, 2005; LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM,;
2013).

O NO é sintetizado tanto nas terminacées nervosas dos nervos cavernosos
guanto no endotélio vascular do corpo cavernoso, a partir do aminoacido precursor
L-arginina e do oxigénio molecular (Oz)na presenca de nicotinamida-adenina-

dinucleotideo-fosfafo (NADPH). Esta reacdo é catalisada pela enzima éxido nitrico-
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sintetase (NOS) e forma dois compostos: a L-citrulina, a qual sofrera acdo da enzima
arginina sintetase, formando novamente L-arginina; e o NO (BURNETT, 2004;

GHALAYINI, 2004; GIULIANO, 2008) (Figura 3).
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Figura 3- Processo de formacdo do 6xido nitrico a partir da L-arginina (Reproduzido com
permissdo de Macmillan Publishers Ltd;GHALAYINI, Ibrahim F. Nitric oxide-cyclic GMP
pathwaywith some emphasisoncavernosalcontractility.
InternationalJournaloflmpotenceResearch, v. 16, p. 459 - 469, 2004; Copyright
NaturePublishingGroup).

Existem pelo menos 3 isoformas na enzima NOS: duas constitutivas, a NOS
neuronal (NNOS) e a NOS endotelial (eNOS)e uma liberada durante processos
inflamatorios e infecciosos, a NOS induzivel (iNOS). As duas formas constitutivas da
NOS, a nNOS e a eNOS, sdo dependentes do complexo Ca?*-calmodulina para sua
ativacdo. A nNOS ¢é ativada em resposta a uma despolarizacdo de membrana, a
partir de um impulso nervoso, e a eNOS pela estimulacéo da acetilcolina (Ach) bem
como da substancia P no endotélio vascular (BURNETT, 2004; GHALAYINI, 2004;
GIULIANO, 2008). Contudo, é importante ressaltar que o estresse por cisalhamento,
provocado pelo tracionamento de sangue contra o endotélio vascular do corpo

cavernoso, também ativa a eNOS, através da ativacado da fosfatidilinositol-3-quinase
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(PI3-quinase), com consequente ativacdo da via serina/treonina proteinoquinaseB
(Akt) (BURNETT, 2004). Esta via de sinalizacdo, por sua vez, fosforila a eNOS,
tornando a enzima ativa e reduzindo a necessidade de Ca?* para ativacdo deste
processo (BURNETT, 2004).

Logo apos sua formacao e liberacdo, o NO difunde-se para a musculatura lisa
das trabéculas bem como para a musculatura lisa vascular do corpo cavernoso,
promovendo relaxamento da musculatura lisa (ANDERSSON, 2003).

Este relaxamento ocorre através da ativacdo da enzima guanililciclase, o qual,
por sua vez, aumenta a formacdo e a concentracdo intracelular de monofosfato
ciclico de guanosina (cGMP) (LUE, 2000; BURNETT, 2004; BILLUPS, 2005,
CASTELA et al., 2011;GUYTON; HALL; 2011; LUE, 2012). O cGMP, entéo, estimula
uma proteinoquinasecGMP-dependente, a proteinoquinase G (PKG), a qual fosforila
e inativa a miosinoquinase, causando relaxamento da musculatura lisa (LUE, 2000;
BURNETT, 2004; BILLUPS, 2005; LUE, 2012). Além disso, tanto o cGMP quanto a
PKG, podem ativar a abertura de canais de potassio levando, consequentemente, a
uma hiperpolarizacdo da membrana das fibras musculares lisas (LUE, 2000; LUE,
2012). Além deste mecanismo, o cGMP e a PKG podem promover a diminuicdo da
concentracdo de célcio intracelular tanto por inibir canais de calcio voltagem-
dependentes, quanto por aumentar a captura de calcio intracelular pelo reticulo
endoplasmatico, contribuindo, assim, para o relaxamento da musculatura lisa (LUE,

2000; CASTELA et al., 2011; LUE, 2012) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismos moleculares de relaxamento da musculatura lisa no corpo cavernoso

(Reproduzido com permissdo de The New England Journal of Medicine. LUE, Tom F. Erectile
Dysfunction. The New England Journal of Medicine, v. 342, n° 24, p. 1802 — 1813, Jun. 2000;

Copyright Massachusetts Medical Society).

Apesar do NO ser considerado e reconhecido como o principal mediador

envolvido no processo de erecdo, a Ach também exerce seu efeito, embora de
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maneira indireta, ao inibir a liberacdo de noradrenalina (Noe) a partir do terminal
adrenérgico, e por aumentar a liberacdo de NO a partir do endotélio (LUE, 2012).

O relaxamento da musculatura lisa vascular permite com que haja dilatacao
de artérias e arteriolas do corpo cavernoso, o qual, por sua vez, aumenta o fluxo
sanguineo local. Além disso, o relaxamento da musculatura lisa das trabéculas
permite a distensdo do espaco sinusoidal, permitindo com que o mesmo se
preencha com sangue, aumentando, assim, a pressao intracavernosa. Este aumento
de pressédo faz com que o plexo venoso, responsavel pela drenagem venosa e
localizado sob a tunica albuginea, figue comprimido, resultando, assim, na
diminuicdo da saida de sangue e ao consequente acumulo de sangue nos corpos
cavernosos, resultando em erecdo (LUE, 2012). Este processo hemodinamico é
conhecido como mecanismo de veno-oclusdo e é extremamente importante para
manutencdo da erecdo (CASTELA et al., 2011). Neste contexto, devemos destacar a
importancia das propriedades fibroelasticas que a tunica albuginea possui para uma

funcdo veno-oclusiva normal (TRAISH, 2009)(Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismo fisiolégico da funcéo erétil, em: A) estado flacido, onde a musculatura
lisa encontra-se contraida e B) estado ereto, onde a musculatura lisa esta relaxada
(Reproduzido com permisséo de Elsevier.LUE, Tom F. In: WEIN et al. Campbell-WalshUrology.
10thed. Philadelphia, Pennsylvania: ElsevierSaunders, 2012. p. 688 — 720; Copyright Elsevier).
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Além disso, estudos recentes demonstram que a nNOS possui um papel
importante para o inicio da tumescéncia e a eNOS, ativada pelo estresse por
cisalhamento ap6s o aumento da pressao intracavernosa, € importante para a
manutencao da erecdo (ANDERSSON, 2003; BURNETT, 2004; GIULIANO, 2008).

Em contrapartida, a detumescéncia peniana é resultado tanto da conversao
de cGMP em monofosfatoguanosina (GMP) pela enzima fosfodiesterase-5 (PDE-5),
diminuindo, assim, as concentracfes de cGMP, quanto pelo aumento da liberagcéo
de noradrenalina apds a ejaculacédo, que resulta em contragcdo da musculatura lisa
do corpo cavernoso (LUE, 2000; LUE, 2012).

Sabe-se que o estado flacido do pénis é mantido por um ténus simpatico e
pela liberacdo de substancias constritoras, tais como a endotelina-1, a
prostaglandina F2q(PGF24),0 neuropeptidio Y e a angiotensina |l (ANDERSSON,
2003; LUE, 2012). Embora n&o se conheca o papel exato da PGFz, do
neuropeptidio Y e da angiotensina Il na manutencao do estado flacido do pénis, ha
diversas evidéncias cientificas consolidando a Noe e a endotelina-1 como os
principais mediadores envolvidos neste processo (ANDERSSON, 2003; LUE, 2012).

A liberagao de Noe estimula receptores a1-adrenérgicos pds-sinapticos tanto
na musculatura lisa do corpo cavernoso quanto nos vasos sanguineos que irrigam
esta estrutura (ANDERSSON, 2003; LUE, 2012). Apés a ligacdo da Noe no receptor,
ocorre a ativacdo da fosfolipase C, a qual, por sua vez, cliva o bifosfato de
fosfatidilinositol (PIP2) em dois segundos mensageiros: o inositol trifosfato (IP3) e o
diacilglicerol (DAG). O IP3 ativara receptores IP3 especificos no reticulo
endoplasmatico, promovendo a liberacdo e o aumento da concentracdo intracelular
de célcio (Ca?*) (ANDERSSON, 2003; LUE, 2012). Este Ca?*intracelular se ligara a

calmodulina, ativando, assim, a miosinoquinase. Esta enzima, por sua vez, fosforilaa
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miosina, promovendo contracdo da musculatura lisa (ANDERSSON, 2003; LUE,
2012). O DAG, outro segundo mensageiro importante neste processo, ativara a
proteinoquinase C (PKC), que abrird canais de Ca?*, permitindo a entrada deste ion
para o meio intracelular. Da mesma forma que ocorre na transducdo de sinal
desencadeada pela presenca de IPs, este aumento de Ca?*intracelular se ligara a
calmodulina, ativando a miosinoquinase, desencadeando o processo de contracao

da musculatura lisa (ANDERSSON, 2003; LUE, 2012) (Figura 6).
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Figura 6 — Mecanismo molecular de contracdo da musculatura lisa no corpo cavernoso
(Reproduzido com a permissédo de The New England Journal of Medicine.LUE, Tom F. Erectile
Dysfunction. The New England Journal of Medicine, v. 342, n° 24, p. 1802 - 1813, Jun. 2000,
Copyright Massachusetts Medical Society).

O processo de contragcao da musculatura lisa desencadeado pela endotelina-

1 é semelhante ao processo descrito acima (ANDERSSON, 2003).
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1.2.3 Disfuncéo Erétil (DE)
1.2.3.1 Definicdo e dados epidemioldgicos

Em 1992, o The Consensus Panel on Impotence of National Institute of Health
dos Estados Unidos introduziu o termo disfuncdo erétil (DE) para caracterizar a
condicao clinica na qual o homem apresenta uma inabilidade persistente em obter
e/ou manter uma erecao suficiente para completar o ato sexual de forma satisfatéria
(NIH, 1993).

Esta patologia é um distarbio médico comum que acomete pacientes acima
de 40 anos de idade (SHAMLOUL; GHANEM; 2013).Segundo dados do
Massachusetts Male Aging Study (MMAS), um estudo que envolveu 1290 homens
com idades entre 40 e 70 anos de idade nos arredores de Boston, Estado de
Massachussets, nos Estados Unidos, aproximadamente 52% dos homens
apresentavam algum grau de DE. Esta condicdo estratificada por intensidade
demonstrou que 10% deste grupo de homens apresentavam DE severa, 25%
moderada e 17% leve (FELDMAN et al.,1994). Além disso, um nitido aumento com
relacdo a idade foi estabelecido, sendo a DE estatisticamente mais frequente em
individuos mais idosos (FELDMAN et al.,1994). Estudos sequenciais de incidéncia,
avaliada entre os anos de 1995 e 1997, demonstraram 25,9 casos novos/ano/1000
homens e que esta incidéncia apresentava também uma maior ocorréncia de acordo
com as diferentes décadas de vida, sendo de 12,4/1000, 29,8/1000 e 46,4/1000 na
43 52 e 62 décadas, respectivamente (JOHANNES et al., 2000).

No Brasil, estudos apontam que, de um total de 2.862 homens pesquisados,
45,1% deles possuem algum grau desta patologia (ABDOet al., 2006). Célculos de
projecdes revelam que, para 0 ano de 2015, esta patologia atingira,

aproximadamente, 322 milhdes de homens no mundo, um aumento de mais de 170
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milhdes de casos (AYTAC et al., 1999). Estes dados claramente revelam que a DE
€ e deve ser considerada um problema de saude publica, especialmente para uma

populacao que envelhece saudavel (SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

1.2.3.2 Fisiopatologia da DE
A DE é uma doenca multifatorial e pode ser classificada em: psicogénica,
organica e mista (LUE, 2000; BILLUPS, 2005, LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM,;
2013). Dentre as causas mencionadas acima, a mais comum é a de natureza mista,
gue envolve tanto fatores psicolégicos quanto organicos (LUE, 2000; SHAMLOUL,;

GHANEM; 2013).

1.2.3.2.1 DE psicogénica

Entre as causas mais comuns de DE psicogénica estd a ansiedade de
performance, a qual esta relacionada com medo de falhar no momento da relagéo
sexual (LUE, 2000; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Contudo, a DE de origem
psicolégica envolve processos mais complexos, tais como problemas emocionais e
de relacionamento interpessoal, bem como doencas psiquiatricas como depressao e
esquizofrenia (LUE, 2000; SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

Acredita-se que distdrbios psicolégicos aumentem a secrecdo de
catecolaminas na corrente circulatoria, evitando, assim, o relaxamento desta

musculatura (LUE, 2012).

1.2.3.2.2 DE orgénica
1.2.3.2.2.1 Neurogénica
A fisiologia da erecdo € basicamente um evento neurovascular. Portanto,

qualquer enfermidade e/ou trauma que acometa o encéfalo, a medula espinhal, os
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nervos cavernosos e 0S receptores presentes tanto nas arteriolas quanto na
musculatura lisa dos corpos cavernosos pode desencadear a DE (LUE, 2012).

Pacientes com esclerose multipla, epilepsia no lobo temporal, doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, trauma cerebral, acidente vascular cerebral e
lesGes na medula espinhal frequentemente apresentam algum grau de DE (LUE,
2000; SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

Procedimentos cirargicos na regido pélvica, como prostatectomia radical,
geralmente tem como consequéncia a DE (LUE, 2000; LUE, 2012; SHAMLOUL,;

GHANEM; 2013).

1.2.3.2.2.2 DE de origem vascular

A insuficiéncia arterial peniana € o produto final da DE de origem vascular.
Diversos fatores de risco estdo claramente envolvidos neste processo, tais como
aterosclerose, hipertenséo, dislipidemias, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo e
irradiacdo pélvica (LUE, 2000; LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Além
disso, muitos destes fatores sdo comuns ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

Recentes estudos tém demonstrado que a DE esta intimamente relacionada
com o aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares, assim como é um forte
preditor das mesmas (ARAUJO et al., 2010; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Alguns
autores sugerem, ainda, que a DE deve ser considerada um marcador subclinico de
uma doencga cardiovascular ndo diagnosticada (BILLUPS, 2005). Neste contexto,
Kloner et al. (2003) observaram que cerca de 75% dos pacientes portadores de
doencga coronariana cronica possuem algum grau de DE e, dentre estes, 25%

apresentam DE severa. Embora se desconheca o mecanismo exato pelo qual a DE
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prediz a ocorréncia de um evento cardiovascular, sabe-se que a disfuncéo endotelial
€ o principal fator fisiopatolégico que conecta as duas condi¢des clinicas (BILLUPS,
2005; SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

A disfuncdo endotelial é resultado da perda da integridade estrutural do
endotélio, que culmina na perda da capacidade responsiva e secretora deste tecido
(GIULIANO, 2008; CASTELA et al., 2011). Desta forma, ha uma reducdo na
atividade da eNOS. Por conseguinte, ha uma diminuicdo na formacdo de NO e
perda da capacidade de relaxamento da musculatura lisa peniana, desencadeando o
processo de DE (BILLUPS, 2005; GIULIANO, 2008; CASTELA et al., 2011).

Além da disfuncdo endotelial, a disfuncdo veno-oclusiva é considerada uma
das causas mais importantes e comuns de DE de origem vascular (LUE, 2000; LUE,
2012; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Alteracdes tais como degeneracdo da tunica
albuginea, como as que ocorrem na doenca de Peyronie, no envelhecimento e na
diabete mellitus; trauma e alteracbes na microestrutura do corpo cavernoso, tais
como diminuicdo na quantidade de fibras elasticas, de musculatura lisa, de
endotélio, além do aumento de deposicdo de fibras colagenas, podem levar ao
escape venoso, comprometendo a funcéo erétil adequada (LUE, 2000; LUE, 2012).
Além disso, o relaxamento inadequado da musculatura lisa compromete a expansao
adequada dos sinusoides, também desencadeando disfuncdo veno-oclusiva, por
falha na compressao do plexo venoso localizado sob a tanica albuginea (LUE, 2000;
LUE, 2012). Este relaxamento inadequado da musculatura lisa do corpo cavernoso
se deve a diminuicdo da liberagdo de NO, tal como ocorre na disfungcédo endotelial,
bem como pelo aumento da atividade simpética em individuos com transtorno de

ansiedade (LUE, 2000; LUE, 2012).
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1.2.3.2.2.3 DE induzida por drogas
Diversas classes farmacolégicas tém como efeitos adversos importantes a DE
(LUE, 2000; LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Os antidepressivos, bem
como anti-hipertensivos, estdo entre as classes farmacoldgicas que mais
desencadeiam DE (LUE, 2000; LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Podemos
citar ainda drogas de abuso, tais como cocaina e maconha. Alcool e tabagismo

também podem desenvolver DE em usuérios (SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

1.2.3.2.2.4 DE induzida por doencas crbnicas e estilo de vida

A DE pode ser consequéncia de diversas doencas, tais como diabetes
mellitus, hipertensdo, dislipidemia, aterosclerose, insuficiéncia renal crbnica,
obesidade e sindrome metabdlica. Além disso, pode ser resultado de um estilo de
vida sedentario (LUE, 2000; LUE, 2012; SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Entretanto,
o envelhecimento é o principal fator de risco para o desenvolvimento de DE
(SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

Estudos epidemioldgicos demonstram que a prevaléncia de DE aumenta
conforme o envelhecimento da populacédo, atingindo de 1 a 10% de homens abaixo
de 40 anos de idade, 2 a 9%; entre 40 e 49 anos de idade, 20 a 40%; entre 60 e 69
anos de idade, e em homens acima de 70 anos de idade, a prevaléncia desta
disfuncdo pode chegar até 100% (AYTAC et al.,, 1999; JOHANNES et al., 2000;

ABDO et al., 2006; SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

1.2.3.2.2.5 DE causada por problemas hormonais
Sabe-se que niveis adequados de testosterona (T) sérica sdo importantes

para a fisiologia da erecédo, bem como para a libido e ere¢bes noturnas (MILLS et
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al.,1996; SHABSIGH, 1997; LUE, 2000; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009;
SHAMLOUL; GHANEM; 2013). Embora evidéncias clinicas demonstrem que niveis
subfisiolégicos de T estejam associados com a DE (GURBUZ et al., 2008), o
mecanismo exato pelo qual os andrégenos exercem seus efeitos na funcdo e
disfuncéo erétil permanece sob intensa investigacdo (TRAISH et al., 1999; TRAISH
et al., 2003; TRAISH, 2009).

Além da T, sabe-se que niveis elevados de prolactina podem interferir na
funcéo erétil (LUE, 2000; SHAMLOUL; GHANEM; 2013).

Os efeitos da T na funcdo e disfuncdo erétil serd detalhada posteriormente,

em sessao apropriada.



33

1.3 Fisiologia hormonal masculina

1.3.1 Testosterona
1.3.1.1 Sintese
A testosterona € o principal androgeno produzido pelo homem, sintetizado e
secretado pelas células intersticiais de Leydig, nos testiculos, sob o controle
estimulatério do horménio luteinizante (LH) (GNESSI et al., 1997; ANDERSON;
BAIRD; 2002; DONG; HARDY;2004; BHASIN, 2008; GUYTON; HALL; 2011,

SNYDER, 2012) (Figura 7).
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Figura 7—Estrutura quimica da Testosterona (Reproduzido com permisséo de Elsevier.TUREK,
Paul J. In: WEIN et al.Campbell-Walsh Urology. 10th ed. Philadelphia, Pennsylvania: Elsevier
Saunders, 2012. p. 591 - 615; Copyright Elsevier).

O LH estimula a producdo de testosterona ao se ligar em receptores
acoplados a proteina G estimulatéria presentes na membrana das células de Leydig.
A ativacdo da proteina G aumenta a atividade da adenilato ciclase, enzima
responsavel pela conversdo do trifosfato de adenosina (ATP) em adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) (PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995; WINTERS; DALKIN;
2004). O aumento da concentragdo de AMPc no ambiente intracelular ativa a
proteinoquinase A (PKA), a qual, por sua vez, ativa a formacdo da proteina de
regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR - steroidogenic acute regulatory
protein)(COOKE,1999), indispensavel para a transferéncia do colesterol para o

interior da membrana mitocondrial (PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995; DOMENICE et
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al., 2002).A cascata da fosfolipase C também € ativada na presenca de LH, porém,
nao ha evidéncias de que esta via induza a sintese de T (BHASIN, 2008).

O LH aumenta, também, a concentracdo de calcio intracelular a partir de
reservas celulares, além de aumentar a sintese do acido araquidénico (AA) a partir
da membrana fosfolipidica e aumentar o efluxo de ions cloreto (DONG;
HARDY;2004). Todos esses mecanismos estdo envolvidos no processo de

biossintese de testosterona (COOKE et al., 1992)(Figura 8).
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Figura 8 — Mecanismos de controle da androgénese (Reproduzido com permissdo de
Elsevier.Cooke BA. Signal transduction involving cyclic AMP-dependent and cyclic AMP-
independent mechanisms in the control of steroidogenesis. Molecular and Cellular
Endocrinology 151 (1999) 25-35; Copyright Elsevier).

O precursor da biossintese de T é o colesterol, proveniente do plasma, das
préprias células de Leydig que o sintetizam e dos ésteres de colesterol armazenados
nas células de Leydig (BHASIN, 2008). A biossintese de T requer a participacdo de
uma série de reacdes enzimaticas citocromo-P450 e desidrogenase dependentes
(PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995).

O colesterol é convertido em pregnenolona apés sua entrada na membrana

mitocondrial, pela enzima citocromo-P450 de clivagem da cadeia lateral do
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colesterol (P450scc), em um processo que envolve trés reacdes: 20a-hidroxilacéo,
22-hidroxilacdo e quebra da cadeia lateral do colesterol, todas mediadas pelo
P450scc (PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995; DOMENICE et al.,, 2002; DONG;
HARDY;2004; WINTERS; DALKIN; 2004).A pregnenolona sofre desidrogenacédo na
posicdo 3B, pela enzima 3B-hidroxiesterdidedesidrogenase (33-HSD), formando
progesterona (PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995; DOMENICE et al, 2002). A
pregnenolona e a progesterona sdo hidroxiladas na posicdo 17-a, formando 17-
hidroxipregnenolona e a 17-hidroxiprogesterona, respectivamente (DOMENICE et
al., 2002). Esta reacdo é catalisada pela 17-a hidroxilase/G17-20 liase (P450cl17)
(DOMENICE et al., 2002). Além disso, esta enzima cliva a ponte de carbono 17, 20,
convertendo a 17-hidroxipregnenolona em dehidroepiandrosterona e a 17-
hidroxiprogesterona em androstenediona (DOMENICE et al., 2002). Por fim, a 17-
ceto-redutase, enzima encontrada no reticulo endoplasmatico, reduz a
dehidroepiandrosterona em androstenediol e a androstenediona em testosterona

(PAYNE; YOUNGBLOOD; 1995; DOMENICE et al., 2002).

1.3.1.2 Distribuicdo e metabolismo

Depois de sintetizada, a T atinge os capilares sanguineos por difusdo passiva
e alcanca a circulagédo sistémica, onde sera distribuida pelo organismo através de
ligacOes a proteinas plasméticas, tais como a albumina e a globulina de ligacdo dos
horménios sexuais (SHBG), embora ela também se encontre na sua forma livre
(DONG; HARDY;2004; SWERDLOFF; WANG; 2004; BHASIN, 2008; GUYTON;
HALL; 2011).

Embora a T possa sofrer metabolizacdo em tecidos periféricos, como préstata

e pele, ela é metabolizada principalmente no figado (BHASIN, 2008). Além disso, a
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T é convertida, de forma irreversivel, em estradiol (E2) pela enzima aromatase
(P450arom) e em diidrotestosterona (DHT), pela enzima 5a-redutase(ANDERSON,;
BAIRD; 2002; DONG; HARDY;2004; SNYDER, 2012). Esta ultima conversao é muito
importante pois a DHT é um andréogeno mais potente que a T, por ter maior
afinidade ao receptor e produzir respostas com maior eficiéncia (SNYDER,
2012)(Figura 9).A fracdo da testosterona que ndo foi convertida € metabolizada a
glicuronidios e sulfatos, que sdo excretados pelo rim e pela bile hepatica (BHASIN,

2008).
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Figura 9 — Converséo da testosterona em metabdlitos ativos (Reproduzido com permissao de
Elsevier. SWERDLOFF RS; WANG C. In Goldman et al: Cecil — Textbook of Medicine. 22"
ed.Philadelphia: Saunders Elsevier, 2004. p.1473, Copyright Elsevier).

1.3.1.3 Mecanismo de agéo e efeitos biologicos
Os efeitos da T e da DHT no organismo ocorre devido ao aumento da sintese
de proteinas nas células-alvo, por estimular a transcricdo DNA-RNA (BHASIN, 2008;
GUYTON; HALL; 2011).
Por tratar-se de um horménio lipossolavel, a T atravessa a membrana
plasmatica por difusdo passiva e interage com receptores nucleares (BHASIN, 2008;

GUYTON; HALL; 2011). Células que expressam a enzima 5a-redutase convertem a
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T em DHT (BHASIN, 2008). Tanto a T quanto a DHT ligam-se a receptores de
androgenos citoplasmaticos e o complexo hormonio-receptor ativado migra para o
nacleo, onde o mesmo se liga ao elemento de resposta hormonal, que € uma
sequéncia especifica de DNA regulador, induzindo o processo de transcricdo DNA-
RNA, para dar origem a proteinas que passarao a controlar a célula (BHASIN, 2008;
GUYTON; HALL; 2011).

Os receptores de androgenos estao presentes em diversos 6rgaos e tecidos,
tais como nos orgaos acessorios do sistema reprodutor masculino, no cérebro, na
musculatura esquelética, no coracdo, na musculatura lisa e em células, como as de
Leydig e de Sertoli, ambas presentes nos testiculos (BHASIN, 2008).

A T e a DHT possuem diversos efeitos no organismo. Os andrégenos
estimulam o desenvolvimento da genitalia externa masculina, durante a vida
intrauterina, o crescimento de pelos, o aumento da massa e a forca muscular, o
crescimento das epifises 0sseas, o0 aumento da eritropoiese, 0 aumento da libido;
durante a puberdade e, durante a vida adulta e senescéncia, estes hormdénios
promovem a calvicie, além de estarem associados ao desenvolvimento da
hiperplasia prostatica benigna. Nesta fase da vida, os niveis de andrégenos
circulantes comecam a decrescer, reduzindo, entdo, a massa muscular, além de
alterar a funcdo sexual e diminuir a densidade mineral 6ssea (GUYTON; HALL;

2011; SNYDER, 2012).

1.3.1.3.1 Regulagéo hormonaldo eixo hipotalamo-hipofise-

gbnadas
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A regulacdo hormonal das funcdes reprodutivas masculinas € feita pelos
peptideos hipotalamicos, pelas gonadotrofinas da adeno-hipéfise e pelos esteréides
sexuais produzidos nas gbnadas, um eixo conhecido como eixo hipotalamo-hipéfise-
gbnadas (TUREK; 2012).

Para tal, os neurdnios hipotalamicos liberam um decapeptideo denominado
horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH). O GnRH é liberado, de maneira
pulsatil, na eminéncia mediana do hipotalamo e é transportado, através do sistema
porta hipotalamico-hipofisario, para a adeno-hipofise, onde estimulara a mesma a
liberar LH e o hormbnio foliculo-estimulante (FSH) (GNESSI et al,
1997;SWERDLOFF; WANG; 2004; WINTERS; DALKIN; 2004; BHASIN, 2008;
GUYTON; HALL; 2011; TUREK, 2012). Esta secrecado pulsatil do GnRHé essencial
para manter a responsividade gonadotréfica e evitar a dessensibilizacdo e infra-
regulacdo dos receptores de GnRH presentes na adeno-hipofise (ANDERSON;
BAIRD; 2002).

O GnRH estimula a liberacdo de LH e FSH pela adeno-hipéfise ao ativar
receptores acoplados a proteina G presentes na membrana das células
gonadotroficas. Apos o acoplamento do GnRH nestes receptores, 0s mesmos
mudam sua conformacao e ativam a fosfolipase C, que cliva o PIP2 em IP3 e DAG. A
transducédo de sinal desencadeada pelo IPs eleva a concentracdo de calcio
intracelular e permite a abertura de canais de calcio voltagem-dependentes, assim,
permitindo a entrada de mais célcio na célula, fazendo com que o LH e FSH sejam
liberados (GNESSI et al., 1997; WINTERS; DALKIN; 2004).

Impulsos neuronais oriundos de centros cognitivos e sensoriais do encéfalo e

diversas substancias como glutamato, 4cido gama-aminobutirico (GABA),
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neuropeptideo Y, opidides, dopamina, noradrenalina, AMPc, NO, prolactina e
horménios sexuais regulam a secrecdo de GhnRH(WINTERS; DALKIN; 2004).

O LH e o FSH séao glicopeptideos formados por duas subunidades: a
subunidade o,comum aos dois hormonios, e a subunidade f, que confere
especificidade a acdo hormonal (WINTERS; DALKIN; 2004; BHASIN, 2008;
PARKER, SCHIMMER; 2012).

Tanto o LH quanto o FSH sé&o liberados na corrente sanguinea, sendo
transportados até os testiculos, onde estimulardo as células de Leydig e Sertoli,
respectivamente (GUYTON; HALL; 2011; TUREK, 2012). Na membrana plasmatica
destas células, encontram-se receptores acoplados a proteina G estimulatéria, que
estimulam a adenilato ciclase, que, por sua vez, catalisa a conversdo de ATP em
AMPc (PARKER, SCHIMMER; 2012). O LH estimula as células de Leydig a produzir
testosterona, enquanto o FSH estimula as células de Sertoli a produzir nutrientes e
proteinas para a maturacdo dos espermatozoides (WINTERS; DALKIN; 2004;
BHASIN, 2008; GUYTON; HALL; 2011; TUREK, 2012). Além da producéo de
nutrientes, as células de Sertoli aumentam a sintese de inibina B, quando sdo
estimuladas pelo FSH. A inibina B atua na adeno-hipéfise a fim de diminuir a
liberacdo especifica de FSH, por um sistema de retroalimentacdo negativa
(ANDERSON; BAIRD; 2002).

Além da inibina B, o aumento da concentracdo plasmatica de T modula a
secrecdo de GnRH no hipotalamo bem como controla a liberagéo de LH e FSH pela
adeno-hipdfise (ANDERSON; BAIRD; 2002). Além disso, o estradiol, seja por
aromatizacéo da testosterona ou por acao direta, também participa do processo de

retroalimentacdo negativa, ao controlar a liberacdo das gonadotrofinas
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(ANDERSON; BAIRD; 2002; WINTERS; DALKIN; 2004;BHASIN, 2008; TUREK,

2012) (Figura 10).

Inibina B

Figura 10 - Controle hormonal do eixo hipotalamo-hip6fise-gbnadas.GnRH = Horménio de
Liberacdo das Gonadotrofinas; LH = Hormdnio Luteinizante; FSH = Hormdnio Foliculo-
Estimulante. Setas tracejadas (vermelhas) = inibi¢do; setas azuis = estimulacdo. (Criacdo da
autora).

1.3.1.3.2 Efeitos datestosterona sobre a func¢éo e disfuncgéao erétil
Como mencionado anteriormente, a funcao erétil é resultado de um complexo
conjunto coordenado de eventos que envolve a participacdo tanto de fatores
psicoldégicos, quanto hormonais e neurovasculares (LUE, 2000; BILLUPS, 2005).
Esta complexa relagcdo necessita também da integridade estrutural tanto dos tecidos
nervosos quanto dos tecidos musculares dos corpos cavernosos. Assim, faz-se
necessario um estado hormonal - especialmente dos niveis séricos de T - adequado
para que estes fendmenos se estabelecam de forma ordenada e sequencial
(YASSIM; SAAD; 2006). Isto se comprova, clinicamente, com um dos sintomas
clinicos e fisicos mais frequentes do hipogonadismo: a DE e a disfuncdo sexual

(LUNENFELD, 2002; VERMEULEN, 2002; CORONA et al., 2010; GOOREN, 2010).
Podemos definir o hipogonadismo como sendo uma sindrome clinica e

bioquimica associada com o envelhecimento e caracterizada por sinais e sintomas
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de deficiéncia androgénica (WANG et al., 2009). Dados obtidos pelo Massachusetts
Male Aging Study (MMAS) revelam que os niveis séricos de testosterona total e de
testosterona biodisponivel diminuem aproximadamente 1,6% e 2 - 3% ao ano,
respectivamente (FELDMAN et al., 2002). Paralelamente a isto, observamos um
significativo aumento na frequéncia de DE em individuos mais idosos (FELDMAN et
al.,1994).

Embora alguns autores questionem o uso da reposicdo hormonal para o
tratamento da DE em pacientes hipogonadicos (MULHALL et al., 2004), evidéncias
clinicas demonstram que a reposi¢cao hormonal com testosterona recupera, de forma
satisfatoria, a funcdo erétii em aproximadamente 56% dos homens com
hipogonadismo (JAIN et al.,, 2000; GREENSTEIN et al.,2005).Aliado a este fato, ha
um crescente niumero de artigos na literatura que apontam para a importancia da T
na fisiologia da erecdo (MILLS et al., 1996; SHABSIGH, 1997; JAIN et al., 2000.
TRAISH et al., 2007; GURBUZ et al., 2008; TRAISH, 2009).

Diversos estudos experimentais foram conduzidos com o intuito de avaliar a
influéncia da T e da falta deste andrégeno sobre a estrutura morfologica dos tecidos
eréteis, bem como sobre a expressao e atividade da NOS. Estes estudos claramente
evidenciam o papel relevante dos andrégenos na fisiologia e fisiopatologia da DE,
bem como no controle da apoptose tecidual ao nivel dos corpos cavernosos(KIESS;
GALLAHER; 1998; TRAISH et al., 1999; SHEN et al., 2003; TRAISH et al., 2003;
TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009; VASCONSUELO et al., 2011; MIRANDA et al.,
2012), porém a influéncia da T sobre a via do NO continua em debate.

Traish e colaboradores (2005) constataram que a deposicao de adipdcitos na
regido subtinica da tunica albuginea, em coelhos castrados, poderia, de forma

substancial, interferir com a fungdo veno-oclusiva necesséria para 0 mecanismo
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eretivo satisfatério (TRAISH et al., 2005).Além disso, Shen e colaboradores (2003)
demonstraram que a reducao de fibras elasticas na tunica albuginea e a de fibras
musculares lisas nos corpos cavernosos estavam associadas com a deficiéncia de T
(SHEN et al., 2003).Traish e colaboradores (1999), por sua vez, demonstraram
alteracbes similares e potencialmente reversiveis com a reposicdo de
T.Recentemente, Miranda e colaboradores (2012) demonstraram que a reposicéo
hormonal tardia com T foi capaz de recuperar a musculatura lisa de animais
orquiectomizados bilateralmente, sugerindo, portanto, que a T reverte os danos
morfolégicos causados pela auséncia deste hormdnio. Todos estes dados, em
conjunto, evidenciam o impacto da T sobre a funcdo e disfuncéo erétil, bem como
sobre a musculatura lisa. Visto que este tecido participa ativamente da tumescéncia
e detumescéncia peniana e esta intimamente envolvido na funcdo veno-oclusiva,
qualquer dano neste tecido, seja ele estrutural ou funcional, culminard& em DE
(ANDERSSON; WAGNER; 1995; NEHRA et al., 1996; NEHRA et al., 1998; LUE,
2000; TRAISH et al., 2003; TRAISH, 2009, LUE, 2012).

Niveis adequados de T ndo sdo apenas necessarios para a estrutura do corpo
cavernoso, mas também para o controle da apoptose tecidual. Ha claras evidéncias
na literaturademonstrando o papel dos andrégenos no controle da morte celular
programada (KLEIN et al., 1997; KIESS; GALLAHER; 1998; USER et al., 2003;
YAMAMOTO et al.,, 2004; MORIMOTO et al.,, 2005; ESTRADA et al.,, 2006;
MOSTAFA et al., 2010; VASCONSUELO et al., 2011).

A apoptose, ou morte celular programada, € um evento celular coordenado
gue ocorre, normalmente, durante 0 processo de desenvolvimento e de

envelhecimento, como parte do mecanismo de homeostasia (ELMORE, 2007;



43

VASCONSUELO et al., 2011). Contudo, a apoptose também pode ocorrer devido a
uma agressao celular, como parte de um mecanismo de defesa (ELMORE, 2007).

Diversos estimulos, tanto fisiolégicos quanto patolégicos, podem desencadear
apoptose, seja estimulando a via extrinseca, ou a intrinseca (ELMORE, 2007). Um
destes estimulos é a T, que, dependendo do tipo celular e/ou do tecido, da
concentracdo de T, da fase do ciclo em que a célula se encontra e do proprio
ambiente no qual a célula estd inserida, pode ter efeitos de protecdo contra a
apoptose, ou, até mesmo, de inducdo da morte celular programada (KIESS;
GALLAHER; 1998; VASCONSUELO et al., 2011). Observamos, claramente, este
efeito antagonista em diversos tecidos, como tecidos andrégenos-dependentes, tais
como a préstata e em células nervosas.

Neste sentido, estudos tém demonstrado que 0s androgenos Sdo essenciais
para a manutencdo da homeostase entre proliferacdo celular e apoptose na prostata
(PANG et al., 2002; TAM et al.,, 2003; RUDOLFSSON; BERGH; 2008; ZHU et
al.,2008).Conforme estudos, a préstata de animais castrados sofre extensa
apoptose, enquanto a prostata de animais castrados que receberam reposicao
hormonal com T volta a seu tamanho original, com intensa proliferacdo de novas
células epiteliais (ENGLISH et al., 1985; EVANS; CHANDLER; 1987). Acredita-se
gue os efeitos protetores da T contra a apoptose celular ocorram devido a
estimulacdo de receptores mitocondriais, bem como pela ativagdo de uma cascata
intracelular que atuara na referida organela (VASCONSUELO et al., 2011).

Em contrapartida, Estrada e colaboradores (2006) demonstraram que, em
neurdnios, niveis elevados de T podem induzir morte neuronal por apoptose, devido
ao aumento excessivo das concentracées de Ca?* intracelular, pois o aumento da

concentracdo de Ca?* intracelular ativa a clivagem de DNA por nucleases, durante a
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apoptose (KIESS; GALLAHER; 1998; ESTRADAEet al., 2006). Além disso, os autores
observaram que a T atuava de modo dose-dependente no aumento das
concentracées de Ca?* intracelular, ou seja, em doses mais baixas (100nM), a T
produzia niveis oscilados de Ca?*, o qual contribuia para os processos fisiol6gicos
de acdo dos andrégenos sob os neurdnios (ESTRADA et al., 2006). Contudo, com
doses maiores de T (1-10uM), perdia-se o padrédo de oscilagdo do Ca?*, e ocorria o
aumento prolongado das concentracdes deste ion no meio intracelular, o suficiente
para estimular a apoptose (ESTRADA et al., 2006). Provavelmente esta liberacéo
desenfreada de Ca?* intracelular ocorra por uma falha na abertura dos receptores
IP3-especificos no reticulo endoplasmatico, permitindo que o Ca?*saia do reticulo de
maneira desenfreada (ESTRADA et al., 2006).

De maneira semelhante, Bowles e colaboradores (2007) demonstraram que
altos niveis de T ativavam a PKC, a qual, por sua vez, inibia a proliferacdo das
células musculares lisas das coronarias e estimulava a apoptose das mesmas
(BOWLES et al., 2007). Portanto, torna-se evidente que a regulacdo hormonal da
apoptose consiste em efeitos anti-apoptéticos quanto pré-apoptéticos (KIESS;
GALLAHER; 1998; VASCONSUELO et al., 2011).

Além do controle da apoptose, os andrégenos também estdo envolvidos no
controle da proliferagcédo celular, principalmente em tecidos andrégeno-dependentes
(PANG et al., 2002; TAM et al., 2003; RUDOLFSSON; BERGH; 2008; ZHU et
al.,2008).Traish e colaboradores (2005) demonstraram que a linhagem de células
mesenquimais pluripotentes seguem um curso miogénico em situacdes nas quais 0s
niveis séricos de testosterona estdo normais e um curso adipogénico quando ha
niveis subnormais de andrégenos,pois 0s andrégenos induzem a sintese de

proteinas miogénicas, tais como a MyoD e a cadeia pesada de miosina do tipo Il
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(MHC) de maneira dose-dependente (ANDERSSON; WAGNER; 1995; BHASIN et
al., 2003;SINGH et al., 2003; TRAISH et al., 2005).

Em relacdo ao controle hormonal da expressdéo de NOS e,
consequentemente, da producdo de NO, ainda encontramos dados conflitantes na
literatura. Grande parte dos pesquisadores, no entanto, aceitam a teoria de que
tanto a expressdo de NOS quanto a formacdo de NO sao regulados por niveis

adequados de T (BABA 2000; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a alta prevaléncia de hipogonadismo secundario entre os homens, ha
uma crescente preocupacao sobre os danos causados por esta condicdo na funcao
reprodutiva e sexual masculina.

A analise da micro-estrutura do corpo cavernoso € de grande utilidade para
entender como ocorrem e quais sédo as diferencas a nivel celular entre o processo
erétil em individuos normogonadicos, hipogonadicos e hipogonadicos que foram
submetidos a terapia de reposicdo hormonal com testosterona. Com base nesses
conhecimentos, poderemos compreender melhor o papel dos andrégenos no
fendbmeno eretivo, além de estabelecer medidas mais eficazes para o tratamento de

pacientes com esse tipo de condicéo clinica.
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Objetivo Geral
Observar os efeitos histomorfométricos e apoptose envolvidos no corpo
cavernoso de ratos submetidos a ablacdo androgénica, com ou sem reposicao

hormonal com testosterona.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o diametro peniano de ratos submetidos a ablacdo androgénica, com
ou sem reposi¢cao hormonal com testosterona.

Avaliar a quantidade de musculo liso, de fibras elasticas, de fibras colagenas,
de espaco sinusoidal e a taxa de apoptose celular no corpo cavernoso de ratos

submetidos a ablacdo androgénica, com ou sem reposicdo hormonal com

testosterona.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of testosterone on the maintenance of CC
structure, on apoptosis and on nitric oxide (NO) levels.

Materials and Methods: Animals were divided into three groups: Sham
operation group (n= 5-8) underwent sham operation; Orchiec + oily vehicle
group (n= 7-8) underwent bilateral orchiectomy and received a single dose of
oily vehicle by intramuscular injection (i.m.) 30 days after orchiectomy and
Orchiec + T group (n= 5-7) underwent bilateral orchiectomy and received a
single dose of testosterone undecanoate 100mg/kg i.m. 30 days after the
surgery. Azan’s trichrome staining was used to evaluate smooth muscle in
penile cavernosal tissue, Weigert'sFucsin-Resorcin staining was used to
evaluate elastic fibers and picrosirius red staining was used to evaluate
collagen. Apoptosis was evaluated using TUNEL technique. NO was
determined using the Griess reagent. Statistical significance was set at P <
0.05.

Results: Testosterone levels were decreased in Orchiec + oily vehicle when
compare to sham operation and Orchiec + T groups (P<0.001). Testosterone
deprivation reduced trabecular smooth muscle content and penile diameter and
testosterone replacement maintained Azan’s trichrome staining and penile
diameter (P=0.005; P=0.001, respectively). No difference was observed in the
content of sinusoidal space (P=0.207), elastic fibers (P=0.849), collagen
(P=0.216), apoptosis (P=0.095) and in NO levels among groups (P=0.526).
Conclusion: Testosterone levels maintain CC smooth muscle content and do

not influence elastic fibers, collagen content as well as apoptotic index and NO



levels. Further studies should be performed in order to investigate the

mechanisms by which androgen mediates its effects on CC structure.
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INTRODUCTION

It is well established that erectile function is a complex coordinated
cascade of events that requires the interplay among physiological, neural,
vascular and hormonal factors as well as the correct balance of corpus
cavernosum (CC) histological structure.! Probably, one of the most important
mediator that connect all of those factors is testosterone (T), an essential
hormone involved in normal sexual male response.l-?Although there are clinical
evidences demonstrating that low levels of T are associated to erectile
dysfunction (ED),? this subject is still controversial, since some authors have not
observed any association between T levels and ED.* In fact, the exact role of
androgens in erectile function and dysfunction remains unclear.® > 6

Traish et al (1999; 2003) observed that androgen deprivation by surgical
castration damages the structure of CC, leading to veno-occlusive dysfunction,
which is an important cause of organic ED.% > ¢ Recently, Miranda et al (2012)
evidenced that T deprivation decreases smooth muscle and sinusoidal space
content, an effect reversed by testosterone replacement.” The decrease of
smooth muscle content in response to androgen deprivation is believed to be
due to increased cellular apoptosis.! In fact, there are several data
demonstrating increased apoptotic cells following androgen deprivation.'8
Besides that, T replacement prevents CC structures apoptosis, suggesting that
androgen may have a role in the apoptotic cascade.®

However, erectile function is not only regulated by penile tissue
structures, but also by neurotransmitters, such as NO.? Conversely, the effects
of T on NO production are still not clear. Some authors have observed that T

regulates the expression and activity of nitric oxide synthase (NOS),'2° while
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others have suggested that NO pathway may not be influenced by
androgens.>®

Therefore, the aim of the present study is to evaluate the effects of T on
the maintenance of CC histological structures (smooth muscle, collagen, elastic
fibers and sinusoidal space), on apoptosis and on NO levels, in order to better

elucidate the interplay among androgens, CC structures and neurotransmitters.
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METHODS

Animals and Study design

The experimental protocol was approved by our local Ethical Committee
for Research and all efforts were made to minimize discomfort, distress and
animals’ suffering. Besides that, all experimental procedures were carried out
according to ethical care guidelines.

Ninety-day old male Wistar rats (£250g), obtained from the animal facility
of our University, were used in the present study. The animals were maintained
under standard conditions of temperature (22°+ 2°C) with a 12 h light/dark cycle
(lights off at 5 p.m). The animals were fed a standard laboratory rat chow and
had water available ad libitum.

Animals were divided into three groups: Sham operation group (n= 5-8)
underwent sham operation; Orchiec + oily vehicle group (n= 7-8): underwent
bilateral orchiectomy and received a single dose of oily vehicle by intramuscular
injection (i.m.) 30 days after orchiectomy and Orchiec + T group (n= 5-7):
underwent bilateral orchiectomy and received a single dose of testosterone
undecanoate (Nebido®, Bayer Schering Pharma, Berlin, Germany) 100mg/kg
i.m.'% 30 days after the surgical procedure.

Both oily vehicle and testosterone undecanoate were injected into the
animals’ muscle biceps femoris in the right hind leg.

All animals were euthanized 60 days after the beginning of the
experiment with an anesthetic overdose of ketamine and xylazine.

Animals’ body weight was monitored every 15 days with a digital

electronic scale.
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Surgical procedure

Under sterile condition and ketamine and xylazine (10mg/Kg; 80mg/Kg
i.p, respectively) anesthesia, animals from Orchiec + oily vehicle and Orhiec + T
groups were submitted to bilateral orchiectomy. The surgical procedure was
performed with a 2-cm scrotal midline incision and both testes were removed.
Sham operation group underwent the same surgical procedure and
manipulation; however, the testes were not removed.

Ibuprofen (Buprovil® Multilab, Sdo Jerénimo, RS,Brasil) 20mg/kg, 8-8h,
was given by gavage to animals as an analgesic agent during two consecutive

days.

Total testosterone determination

At the end of the experiment, animals were euthanized with an overdose
of ketamine and xylazine, as mentioned before. Immediately after this
procedure, while the animals were still alive, a cardiac puncture was performed
in order to collect blood samples for total testosterone determination.

Serum total testosterone levels were determined by chemiluminescence

(Immulite®, DPC, Los Angeles, CA, USA). Results are expressed in ng/dL.

Histological procedures

After blood drawn, 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. Part of the penis was immediately frozen at -80°C for

posterior NO metabolites analysis. The remaining was immediately fixed in 10%
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buffered formalin and penile mid-shaft segments were embedded in paraplast
according to standard histological techniques.

For histomorphometric analysis, a total of five 100um-equidistant
transversal penile tissue sections (5 pm-thick) were taken from each specimen.
From each section, five random fields were analyzed, totalizing 25 evaluated
fields (test area) per animal, per stain used.!! 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, in order to
detect oxitalan, elaunin and elastic fibers.*!

Due to collagen fibers’ birefringence, all sections were also stained with
Picrosirius red and were observed under light polarization, in order to quantify

collagen fibers.?

Histomorphometric measurements

All histological analysis was performed by the same examiner (GH), who
was blind to the animal’'s treatment. Image acquisition as well as 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.
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Penile diameter measurements were performed in triplicate in five
transversal penile tissue sections (x20 final magnification), per rat, using
ImageJ 1.45s (NIH, USA). For statistical analysis, mean values for each rat (the
mean of the five sections and triplicate measurements) were calculated and
used for comparisons of the 3 groups.

Smooth muscle, sinusoidal space (X400 final magnification) as well as
elastic fibers content (X1000 final magnification) were quantified using a manual
point-counting method.*3For each image, a 100-point grid (ImageJ 1.45s, NIH,
USA) was overlaid on the digitalized field and the points touching the evaluated
area were counted. The percentage of smooth muscle, sinusoidal space as well
as elastic fibers content were calculated by dividing the number of points
counted per number of total points x 100.

Due to collagen characteristic birefringence, collagen content was
determined using semi-automated color segmentation method,3 performed in
Image-Pro® Plus software (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA). As
previously described, this method is based on converting an image into a binary
image, by applying a mask with consequent conversion of the selected
component into a black-and-white image.'® By analyzing the histogram of the
image, it is possible to quantify the selected histological structure.’® In our
study, the image background was selected and we applied a mask, where the
image background as well as other histological components became white and
the area occupied by collagen fibers became black. The software, thus,

calculated the area (%) occupied by the black color (collagen).'3
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For statistical analysis, mean values for each CC (the mean of the 25
images analyzed per rat) were calculated and used for comparisons of the 3

groups.

In situ Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP nick-end
Labeling (TUNEL) staining procedure:

In order to detect in situ apoptotic cells, Click-IT® TUNEL Alexa Fluor
488 Imaging Assay (Invitrogen, Baltimore, Maryland, USA) was used according
to the manufacturer's instructions. Briefly, after formalin-fixed, paraplast-
embedded 5 pm-thick sections’ deparaffinization and hydratation, the slides
were pretreated with 2% glicine and ammonium chloride 50nM for blocking
aldehyde group and were incubated with TdT and EJUTP reaction cocktail for
60 min at 37°C in a humidified chamber. Afterwards, penile sections were
incubated with Click-iIT® reaction cocktail for 30 min at room temperature for
fluorescent detection of EAUTP. Penile tissue nuclei were counterstained with
Hoechst 33342 for 15 min at room temperature. The slides were, then, mounted
with glass coverslips. Positive control sections were prepared with DNase
incubation for 30 min at room temperature. TdT reaction cocktail was omitted in
negative control sections.

For TUNEL staining procedure, a total of two 100um-equidistant
transversal penile tissue sections were analyzed. From each section, five
random fields were evaluated, totalizing 10 evaluated fields (test area) per

animal.
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Apoptotic index analysis:

TUNEL-labeled nuclei (apoptotic cells) were visualized using a
fluorescent microscope (BX51, Olympus, Tokyo, Japan) coupled with a digital
camera (DP72, Olympus, Tokyo, Japan). After image acquisition (X600 final
magnification), the number of TUNEL-labeled nuclei and the number of
Hoechst-labeled nuclei were counted in 10 random fields per animal. The mean
values were obtained for each rat and these means were used to calculate the
apoptotic index, which was obtained by dividing the number of TUNEL-labeled
nuclei by Hoechst-labeled nuclei (total number of nuclei) x 100.** Results are

expressed in percentage (%).

Determination of NO metabolites (NOX)

Penile tissue was homogenized in 1,15% w/v KC|I and
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) 20 mmol/L using an ultra-turrax
blender. The homogenized was then centrifuged at 1000g for 10 min at -4°C to
remove cell debris. The supernatants were used to determine NO metabolites
(nitrites and nitrates)

Nitrites (NO2) and nitrates (NOs), an indirect method to measure NO,
were determined in according to Granger et al (1999),'® using the Griess
reagent. All measurements were performed in duplicate. A standard curve was
established with a set of serial dilutions (108-10-3mol/l) of sodium nitrite. NOXx
metabolites were quantified at 540 nm. Results were expressed as nmol/mg

protein of nitrates plus nitrites (Nitrates plus nitrites = Nitric oxide).%®
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Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard deviation (SD), unless
otherwise stated. We used Repeated-Measure Analysis of Variance (RM-
ANOVA) to compare body weight evolution among groups. One-way Analysis of
Variance (ANOVA) followed by Tukey post-hoc test was used to compare
means of T, body weight, penile diameter, smooth muscle, sinusoidal space,
elastic fibers and collagen content among groups. Pearson correlations were
used to verify the correlation between T levels and smooth muscle content.
Apoptotic index and NOx levels were compared using Kruskal-Wallis test, due
to the non-normally distributed data.

All statistical analyses were performed using SPSS statistical software
package version 12.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA). Statistical
significance was set at P < 0.05. The graphic was done using SigmaPlot

software version 11.0 for Windows (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA).
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RESULTS

At the beginning of the experiment, baseline animal's body weight was
accessed. The mean body weight (+SD) was 245.50 g (x48.80 g) in sham
operation group (n=8), 242.12 g (x38.50 g) in Orchiec + oily vehicle group (n=8)
and 247.00 g (x47.42 g) in Orchiec +T group (n=8) (P=0.977).

As expected, T levels were statistically decreased in Orchiec + oily
vehicle group (7.02 £ 2.52 ng/dL; n=8) when compare to sham operation
(358.10 + 178.38 ng/dL; n= 7) and Orchiec +T group (237.68 + 153.01 ng/dL;
n=6) (P<0.001). This result indicates that T replacement was effective. Similarly,
there was a statistical significant decrease in penile diameter in Orchiec + oily
vehicle group (3.04 + 0.32 mm; n=8) when compare to sham operation (3.40 £
0.20 mm; n=7) and Orchiec +T group (3.70 £ 0.22 mm; n=6) (P=0.001).

T deprivation reduced mean trabecular smooth muscle content as well as
penile diameter and androgen replacement maintained both Azan’strichrome
staining and penile diameter (P=0.005; Figure 1A and P=0.001;Table 1,
respectively). In addition, there was a positive statistically significant correlation
between T levels and mean trabecular smooth muscle (r=0.613; P=0.005).
However, no statistical significant difference was observed in the mean content
of sinusoidal space (P=0.207), elastic fibers (P=0.849) and collagen (P=0.216)
(Figures 1 and 2).

As depicted in Table 1, no statistical significant difference was observed
in penile apoptotic index (P=0.095, Figure 3) as well as in NO levels among

groups (P=0.526).
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DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that T replacement of castrated
rats maintained trabecular smooth muscle content as well as penile diameter
and did not alter the content of sinusoidal space, elastic fibers and collagen.
Furthermore, T deprivation and replacement did not change CC apoptotic index
and NO levels, suggesting that androgens do not have a significant influence
inNO pathway.

Several studies have highlighted the importance of androgens in erectile
function, either in terms of penile tissue function or structure.'>’ As erectile
function is a complex event that requires the synchronism of neural, vascular,
hormonal factors as well as the integrity of CC tissue,! any imbalance in these
components may result in ED.5

Trabecular smooth muscle is probably one of the most important
structure in the penis. This structure is responsible for penile detumescence and
erection'® and is closely related to veno-occlusive function.'!Our data indicate
that androgen replacement maintained trabecular smooth muscle stained and
testosterone deprivation decreased trabecular smooth muscle content. Our
results are consistent with some previous studies.>”1"Traishet al (1999)
demonstrated that castration significantly reduced intracavernosal pressure
(ICP) as well as decreased trabecular smooth muscle content.®> Seven days
after orchiectomy, testosterone replacement was given and restored both
parameters to control levels.> Although Miranda et al (2012) have replaced
testosterone after 1 month of androgen ablation and the authors have found
similar results: decreased absolute values of smooth muscle in the castrated

group and that testosterone replacement restored its content.”
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Albeit some studies have demonstrated that androgens act directly in
smooth muscle content,® the exact mechanism by which androgen deprivation
reduces smooth muscle content is not known. It has been observed that
androgen deprivation induces the onset of apoptotic activity in penile CC.1818
Moreover, experimental studies have pointed out that T supplementation can
prevent programmed cell death promoted by androgen ablation,® suggesting
that androgens may be involved in the control of apoptosis.'® The increased
apoptotic index induced by androgen ablation may explain the decrease in
smooth muscle content observed after castration! and the decrease in penile
size after penile denervation.'#

Although there are strong evidences showing the effects of T withdrawal
and replacement on apoptosis regulation,>®%our results indicate that apoptosis
was not influenced by long-term androgen deprivation and replacement. Our
results are in agreement with some studies published so far.182%?!Nakazawa et
al (2007) have studied the effects of castration and T administration on rat
urinary bladder and found no significant effect of T on TUNEL-labeled nuclei.?°
It is important to highlight that the authors have started T replacement after 4
weeks of castration, similar to our replacement protocol. Additionally, as far as
we are concerned, this is the first study published in literature that evaluated CC
apoptotic index after long-term androgen deprivation and after late androgen
replacement.

Even though we have not found any statistical significant difference in
the apoptotic index among groups, this does not necessarily reflect an absence
of apoptosis in penile CC. Some important studies in the field have indicated

that the apoptotic index peaks on the 2" day after cavernous nerve injury and
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returns to baseline levels 14 days after nerve damage.' Similarly, Yamamoto et
al. (2004) have observed that penile apoptotic cells were increased after the 5
day after bilateral orchiectomy and returned to baseline levels after the 14™ and
20" days after the surgery.'® These results indicate that T withdrawal has an
early effect on penile tissue and that the penis is dependent upon physiological
levels of T.?2 The decreased in both smooth muscle content and penile
diameter found in castrated group, compared to control and T replacement
groups, could be explained by an early apoptosis promoted by the lack of T.
This apoptosis has probably returned to control levels, suggesting a timing of
hormonal effect on apoptosis.*®

Our results reveal that T replacement of castrated rats maintained
trabecular smooth muscle content. This observation might be explained by new
DNA synthesis induced by T.2Furthermore, it is suggested that androgens
modulate the differentiation of mesenchymal multipotent cells into smooth
muscle cell, by inducing myogenic proteins, such as MyoD and myosin heavy
chain Il (MHC) in a dose-dependently response.?*2°Additionally, androgen
receptor (AR) signaling and its interaction with 3-Catenin and T-cell factor-4
(TCF-4) up-regulates a number of Wnt-target genes, such as follistatin (Fst),
which, in turns, binds to myostatin (a known Transforming Growth Factor (TGF)-
B family member that inhibits muscle differentiation), antagonizing its activity.2®
Therefore, this cross talk between AR signaling to the TGF- pathway plays an
important role in the regulation of myogenic differentiation by androgens.?®

An important functional consequence of decreased trabecular smooth
muscle content is veno-occlusion dysfunction, which is highly required for an

adequate penile erection.®?’As a consequence, decreased trabecular smooth
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muscle content promoted by androgen ablation may also lead to ED due to
poor venous outflow resistance.?’

Although there are overwhelming evidences in literature demonstrating
the importance of smooth muscle in erectile function, collagen as well as elastic
fibers also play a pivotal role in this physiological process.?®These histological
structures are responsible for the maintenance of erection and are important to
the rapid return to the non-erect state.?® And, despite of their importance in
normal erectile physiology, no study published so far has evaluated the effects
of testosterone ablation and replacement in elastic fiber content in CC. An
evidence of the participation of elastic fibers content in the development of ED
is demonstrated by Costa et al (2005).2° In that study, the authors have found
that the percentage of elastic fibers in patients with severe ED was statistically
decreased when compared to control group.?® Nevertheless, the authors have
not evaluated the influence of T in elastic fibers content.

To our knowledge, this is the first study that evaluated the effects of
androgen ablation and testosterone replacement on elastic fibers content in CC.
Shen et al (2003)'" have evaluated the effects of androgen deprivation on
elastic fibers in tunica albuginea and found that elastic fibers were replaced by
collagenous fibers.?’However, the authors have not analyzed elastic fibers in
CC. Our results indicate that androgens do not act on elastic fibers content.
This data corroborate with a previous study published by Inoue et al (2012).3°
The referenced authors have evaluated the biosynthesis of sex steroids in
human skin and found that aromatase is closely associated with estrogen
synthesis and with elastic fiber formation.3® Nevertheless, no influence of

testosterone was observed in the synthesis of elastic fibers.3°
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Regarding collagen content, we have not observed any influence of TT
on its content. This result contradicts the ones in literature.®'” Different study
design, animal models used as well as different histomorphometric methods
employed should explain the discrepant results observed.

As previously mentioned, erectile function is a sum of innumerous
factors. One of these factors is NO, the most likely neurotransmitter involved in
erectile function.?Our study demonstrates that NO levels were influenced
neither by androgen deprivation nor testosterone replacement. This result is in
agreement with the ones published by Traish and coworkers (1999;
2003).>%Traishet al,®> using a rabbit model, concluded that either neural NO
synthase expression or total activity was altered by androgen decrease and
testosterone replacement.® Similarly, the same group of authors found that
medical and surgical castration did not alter NO synthase activity.® However,
most studies support the hypothesis that androgens regulate the production and
activity of NOS.12°The explanation for such difference requires further
investigation.

Some limitations should be recognized in the current study. First, we
have used and animal model (rat) to investigate the role of T on CC histology.
However, the rat CC markedly differs from those in human,?® so extrapolation to
human beings should be done carefully. Second, surgical castration is not an
appropriate model of late-onset hypogonadism (LOH). So every attempt to
simulate LOH in animal models and the possible response of testosterone
replacement in reversing the damage promoted by castration is not completely
reliable because it does not reflect the real/clinical LOH in human beings. This

raises questions regarding the model of LOH used nowadays and highlights the
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need for the creation of a new animal model of LOH, which would reflect more

accurately what really happens in clinical practice.

CONCLUSIONS:

In summary, physiological testosterone levels maintain CC smooth
muscle content and do not influence elastic fibers and collagen content as well
as NO levels. However, further studies should be performed in order to
investigate the mechanisms and signaling pathways by which androgen

mediates its effects on CC structure.
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Table 1: Penile diameter, apoptosis and biochemical profile of the evaluated groups

Sham operation n Orchiec + oily vehicle n Orchiec + T n P
Parameters

*
Penile diameter (mm) 3.40+0.20 7 3.04 £0.32 8 3.70+£0.22 6 0.001

Apoptotic index (%) 13.70[11.09-20.75] 6 18.46[12.81-29.54] 8 26.32[20.44-56.09] 5 0.095#

NO 0.49[0.14-0.92] 5 0.19[0.082-0.30] 7 0.15[0.10-0.45] 6 0.526#

(nmol/mg protein)

Data are expressed as mean * standard deviation or as median [quartiles]

NO = Nitric oxide.

P = 0.001 when compared to sham operation and Orchiec + T groups

# P valued obtained by Kruskall-Wallis test.
Sham operation group = sham operation; Orchiec + oily vehicle = underwent bilateral orchiectomy and received a single dose of
oily vehicle by intramuscular injection (i.m.) 30 days after orchiectomy and Orchiec + T = underwent bilateral orchiectomy and
received a single dose of testosterone undecanoate 100mg/kg i.m. 30 days after the surgical procedure.
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FIGURES
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Figure 2
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Figure 3
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Percentual mean £ SD values of: A) Rat corpus
cavernosum smooth muscle content; *P = 0.005 when
compared to sham operation and Orchiec + T groups; B)
Rat corpus cavernosum sinusoidal space content; P =
0.207; C) Rat corpus cavernosum elastic fibers content; P
= 0.849; D) Rat corpus cavernosum collagen content; P =
0.216. P values obtained by one-way ANOVA. Sham
operation group = sham operated rats (n= 8)%, Orchiec +
oily vehicle group = rats underwent bilateral orchiectomy
and received a single dose of oily vehicle by intramuscular
injection (i.m.) 30 days after orchiectomy (n = 7) # and
Orchiec + T group = rats underwent bilateral orchiectomy
and received a single dose of testosterone undecanoate
(n = 6) #100mg/kg i.m. 30 days after the surgical
procedure. *Except for collagen variable, where Sham
operation group: n =8, Orchiec + oily vehicle group: n=8

and Orchiec + T group: n =7

Figure 2 — Photomicrographs of rat corpus cavernosum
demonstrating Azan’s trichrome staining (Blue: collagen
and red: smooth muscle) at X400 magnification (A, B and
C), Weigert's Fucsin-Resorcin staining at X1000

magnification (Arrows indicates elastic fibers) (D, E and F)
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and Picrosirius red under polarization at X400
magnification (G, H and I). A, D, G: Sham operation group
= sham operated rats; B, E, H: Orchiec + oily vehicle
group = rats underwent bilateral orchiectomy and received
a single dose of oily vehicle by intramuscular injection
(i.m.) 30 days after orchiectomy and C, F, I: Orchiec + T
group = rats underwent bilateral orchiectomy and received
a single dose of testosterone undecanoate100mg/kg i.m.

30 days after the surgical procedure.

Figure 3 — TUNEL-labeled nuclei (apoptotic cells) at X600
magnification. A) Sham operation group = sham operated
rats; B) Orchiec + oily vehicle group = rats underwent
bilateral orchiectomy and received a single dose of oily
vehicle by intramuscular injection (i.m.) 30 days after
orchiectomy and C) Orchiec + T group = rats underwent
bilateral orchiectomy and received a single dose of
testosterone undecanoate 100mg/kg i.m. 30 days after
the surgical procedure. P = 0.095, obtained by Kruskal-

Wallis test.
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5. DISCUSSAO

Esta tese teve como objetivo principal avaliar os efeitos
histomorfométricos e a apoptose celular no corpo cavernoso de ratos
submetidos a ablacdo androgénica, com ou sem reposicdo hormonal com
testosterona. Para isso, utilizamos o modelo experimental de orquiectomia
bilateral e reposicdo hormonal com uma dose Unica de undecanoato de
testosterona (100mg/kg), i.m., 30 dias apds a orquiectomia, para simular uma
reposicao hormonal tardia. O modelo de orquiectomia bilateral foi o modelo
escolhido neste estudo, pois, atualmente, € a técnica mais utilizada para
estudar os efeitos da ablacdo androgénica sobre diversos 6rgdos e tecidos,
embora ela ndo seja o0 modelo ideal. O undecanoato de testosterona foi a
preparacdo escolhida neste estudo, pois possui um perfil farmacocinético
favoravel:permite niveis plasmaticos de testosterona relativamente estaveis e
constantes, sem grandes flutuacdes (SCHUBERT et al., 2004; YASSIN et al.,
2006). Além disso, uma unica dose de undecanoato de testosterona, via i.m.,
em ratos, € capaz de manter niveis séricos fisiolégicos de T por um més
(CALLIES et al., 2003).

Nossos resultados demonstram que a orquiectomia bilateral diminuiu a
guantidade de musculatura lisa no corpo cavernoso de ratos, bem como
diminuiu o didmetro peniano. A reposi¢cdo hormonal tardia com undecanoato de
testosterona (100 mg/kg), trinta dias ap6s a orquiectomia, manteve a
guantidade de musculatura lisa nas trabéculas do corpo cavernoso, bem como

manteve o didmetro peniano. Os outros parametros analisados, tais como
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fibras elasticas, fibras colagenas, sinusoéides, apoptose e NO nao foram
alterados em func¢éo da condicéo androgénica.

O papel relevante que a T exerce na funcdo sexual masculina é
demonstrado de forma categorica tanto em estudos epidemiolégicos quanto em
estudos experimentais (MILLS et al., 1996; SHABSIGH, 1997; TRAISH et al.,
1999; JAIN et al.,, 2000; TRAISH et al.,, 2003; GREENSTEIN et al., 2005;
TRAISH et al.,, 2007;GURBUZ et al., 2008;TRAISH, 2009; MIRANDA et al.,
2012). Estudos epidemioldgicos atuais demonstram que a reposi¢cdo hormonal
com testosterona permite que até 56% dos pacientes hipogonadicos recuperem
de forma satisfatoria sua fungéo eretiva (JAIN et al., 2000; GREENSTEIN et al.,
2005). Neste contexto, Aversa e colaboradores, em 2003, demonstraram que 0
fluxo arterial peniano pode ser melhorado de forma significativa pela
administracdo de androgenos. De forma similar, Foresta e colaboradores
(2004) documentaram que a tumescéncia peniana noturna, o fluxo arterial
cavernoso e as erecdes visualmente estimuladas por situacdes eréticas podem
ser significativamente melhoradas quando os niveis séricos de testosterona
sdo normalizados. Além disso, estudos clinicos também demonstram que a
administracdo de testosterona em homens hipogonadicos melhora a resposta
as drogas inibidoras da PDE5 (SHABSIGH, 1997; AVERSA et al.,, 2003;
SHABSIGH, 2004).

No campo experimental, foi claramente demonstrado o papel relevante
dos andrégenos sobre a anatomia ultraestrutural e sobre aspectos fisioldgicos
e funcionais do tecido eretivo peniano (TRAISH et al., 1999; SHEN et al., 2003;
TRAISH et al., 2003; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009; MIRANDA et al.,

2012).Além disso, diversos autores demonstraram que o0s andrégenos
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apresentam um papel critico na restauracdo e manutencdo da estrutura
trabecular do mauasculo liso cavernoso, bem como na funcdo do mesmo
(TRAISH et al., 1999; TRAISH et al., 2003; SHEN et al., 2003; CLARO et al.,
2005; MIRANDA et al., 2012).

Neste sentido, Traish e colaboradores (1999) observaram que a
castracdo cirdrgica reduziu significativamente a pressao intracavernosa bem
como a quantidade de musculatura lisa presente no corpo cavernoso de
coelhos submetidos a orquiectomia bilateral. Os mesmos autores observaram,
ainda, que a reposicdo hormonal com T, sete dias ap0s o0 procedimento
cirdrgico, foi capaz de recuperar e estabilizar estes parametros aos niveis
observados em animais controles. De forma semelhante, Shen e colaboradores
(2003) demonstraram que a reducao de fibras elasticas na tunica albuginea e a
de fibras musculares lisas nos corpos cavernosos estavam associadas com a
deficiéncia de testosterona.

Além disso, estudos mais recentes confirmam estes resultados
(MIRANDA et al., 2012). Miranda e colaboradores (2012) demonstraram que,
mesmo um més apos a orquiectomia bilateral, a reposicdo hormonal tardia com
T foi capaz de recuperar a musculatura lisa de animais orquiectomizados
bilateralmente, sugerindo, portanto, que a T reverte os danos morfolégicos
causados pela auséncia deste horménio mesmo ap6s um longo periodo de
deprivacéo.

Nossos resultados corroboram com os dos autores acima mencionados,
visto que ratos submetidos a orquiectomia bilateral apresentaram redugéo
estatisticamente significativa na quantidade de musculo liso trabecular quando

comparado a animais do grupo controle e a animais submetidos a reposi¢céo
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hormonal trinta dias apés a orquiectomia. Vale ressaltar que a quantidade de
musculatura lisa no corpo cavernoso dos animais que foram submetidos a
terapia de reposicao hormonal foi semelhante a dos animais do grupo controle,
reforcando a hipdtese de que a T € capaz de interferir neste tecido.

Esta bem estabelecido na literatura que a T desempenha um papel
relevante na fisiologia da erecdo, bem como é essencial para a integridade da
musculatura lisa (MILLS et al., 1996; SHABSIGH, 1997; TRAISH et al., 1999;
TRAISH et al., 2003; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009). Além disso, sabe-
se que a musculatura lisa desempenha um papel fundamental na
detumescéncia bem como na erecdo peniana (ANDERSSON; WAGNER,;
1995), além de estar intimamente associada a funcdo veno-oclusiva,
mecanismo hemodinamico indispensavel para a funcédo eréti(NEHRA et al.,
1996; NEHRA et al.,, 1998; TRAISH et al.,, 2003; TRAISH, 2009). Estudos
evidenciam que a diminuicdo de musculatura lisa promovida pela ablacdo
androgénica pode desencadear a disfuncdo veno-oclusiva, por aumentar o
escape venoso, comprometendo, assim, a funcao erétil adequada (LUE, 2000;
LUE, 2012). Contribuindo para este quadro, o relaxamento inadequado da
musculatura lisa compromete a expansao adequada dos sinuséides, também
desencadeando disfungdo veno-oclusiva, por falha na compressdo do plexo
venoso localizado sob a tanica albuginea (LUE, 2000; LUE, 2012).

Embora os estudos revelem uma intima associacdo entre niveis séricos
de T e a integridade morfolégica e estrutural da musculatura lisa no corpo
cavernoso, 0 mecanismo exato pelo qual os andrégenos modulam este tecido
permanece desconhecida. Alguns autores afirmam que o decréscimo ha

guantidade de musculatura lisa no corpo cavernoso, em resposta a falta
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androgénica, ocorra devido ao aumento da apoptose neste tecido(SHABSIGH,
1997; ZHANG et al.,, 1999;TRAISH, 2009;YAMAMOTO et al., 2004). Neste
contexto, estudos experimentais tém demonstrado que a reposicdo hormonal
com T previne a morte celular programada (apoptose), a qual é induzida pela
auséncia deste horménio (ZHANG et al., 1999), sugerindo, assim, que 0s
androgenos estejam envolvidos no controle da apoptose (KIESS et al., 1998).

De fato, ha diversos estudos na literatura destacando o papel dos
androgenos no controle da apoptose tecidual (KLEIN et al., 1997; KIESS et al.,
1998; USER et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2004;MORIMOTO et al., 2005;
ESTRADA et al., 2006; MOSTAFA et al., 2010; VASCONSUELO et al., 2011).
Elegantes revisGes realizadas por Kiess e colaboradores (1998) e, mais
recentemente, por Vasconsuelo e colaboradores (2011), demonstraram que a T
possui tanto efeitos anti-apoptoticos quanto pré-apoptoéticos (KIESS et al.,
1998; VASCONSUELO et al.,, 2011). Embora se desconheca o mecanismo
exato pelo qual a T possui comportamentos ambiguos: ora de protecdo contra
a apoptose e ora de inducdo da mesma (VASCONSUELO et al., 2011),
trabalhos demonstram que o controle hormonal da morte celular programada é
tecido-especifico, depende da fase do ciclo celular na qual a célula se
encontra, do ambiente onde a célula estd inserida e da concentracdo de
androgenos circulantes (KIESS et al., 1998; VASCONSUELO et al., 2011).

De acordo com 0s nossos resultados, tanto a deprivacdo androgénica
quanto a reposicao hormonal tardia ndo influenciaram no grau de apoptose do
corpo cavernoso. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos
publicados por Yamamoto e colaboradores (2004), Nakazawa e colaboradores

(2007) e por Lorenzetti e colaboradores (2012). Nakazawa e colaboradores
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(2007) avaliaram os efeitos da castracao e da reposicdo hormonal com T sobre
a resposta apoptoética da bexiga urinaria de ratos e ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas no nimero de nucleos celulares marcados com o
método de TUNEL (NAKAZAWA et al., 2007). Embora o tecido avaliado por
Nakazawa e equipe tenha sido diferente do nosso tecido (corpo cavernoso), €
importante ressaltar que a metodologia do estudo acima citado é muito
semelhante a nossa, ou seja, a reposicao hormonal com T também comecou
guatro semanas apo0s a castracdo, e os resultados sdo semelhantes. Ainda, é
importante salientar que o nosso estudo € inédito na avaliacdo da apoptose no
corpo cavernoso de ratos submetidos a ablacdo androgénica e a reposicéo
hormonal apds um longo periodo de tempo. A maioria dos estudos publicados
na area avaliam outros tipos de tecidos, bem como utilizam técnicas de
reposicao hormonal aguda e néo tardia, como realizado neste experimento.
Embora ndo tenhamos observado diferencas estatisticamente
significativas no grau de apoptose entre 0s grupos, isto ndo necessariamente
reflete a auséncia de apoptose no corpo cavernoso, pois este fendébmeno pode
ter ocorrido em algum momento anterior, uma vez que a regulacao da apoptose
pela T é tempo-especifica (KIESS et al., 1998). Alguns estudos indicam que a
apoptose tem sua elevacdo méxima por volta do segundo dia ap6s um dano
provocado no nervo cavernoso e que a taxa de células em apoptose voltam ao
normal 14 dias ap6s o dano no nervo (USER et al., 2003). De forma
semelhante, Yamamoto e colaboradores, em 2004, observaram um aumento
no numero de ceélulas apoptdticas no pénis cinco dias apOs orquiectomia
bilateral e que o nivel de apoptose se igualou aos niveis basais no décimo

quarto e no vigésimo dia apos a orquiectomia (YAMAMOTO et al., 2004). Estes
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resultados claramente indicam que a apoptose comeca logo apds a auséncia
de T, indicando que o pénis € um oOrgado que depende de niveis adequados
deste horménio para sua integridade morfolégica (SHABSIGH, 1997).

Portanto, nossos resultados (diminuicdo na quantidade de musculatura
lisa e a reducao do diametro peniano observado em animais castrados quando
comparado aos animais controle e aos animais com reposicdo hormonal)
poderiam ser explicados pelo aumento de células apoptoticas em animais com
deprivacdo androgénica. Esta apoptose teve seu inicio, provavelmente, logo
apos a falta deste hormdnio, sendo seus niveis reestabelecidos apds um
determinado periodo de tempo. Isto explicaria, também, a auséncia de
diferenca na taxa de apoptose encontrada no nosso estudo. Nossa hipotese vai
ao encontro com os dados da literatura, pois estudos sugerem que o controle
da apoptose feita pela T seja tempo-dependente (KIESS et al., 1998).

A T nao estd apenas envolvida na regulacdo da morte celular
programada, mas também esta envolvida na regulacdo da proliferacdo e da
diferenciacédo celular (SHABSIGH, 1997; SHABSIGH, et al.,, 1998;BHASIN et
al.,, 2003;SINGH et al.,, 2003; SINGH et al., 2009). Nossos resultados
mostraram que a reposicdo hormonal, realizada 30 dias ap0s a orquiectomia,
manteve a quantidade de musculatura lisa no corpo cavernoso de ratos. Estes
dados poderiam ser explicados devido ao aumento de sintese de DNA,
induzido pela T (SHABSIGH, 1997; SHABSIGH, et al., 1998). Além disso,
estudos demonstram que a linhagem de células mesenquimais pluripotentes
seguem um curso miogénico em situa¢des nas quais 0s niveis séricos de T
estdo normais, pois 0s androgenos induzem a sintese de proteinas miogénicas,

tais como a MyoD e a cadeia pesada de miosina do tipo Il (MHC) de maneira
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dose-dependente  (ANDERSSON; WAGNER; 1995; BHASIN et al.,
2003;SINGH et al., 2003). Observa-se ainda que o mecanismo de sinalizacao
celular em resposta a estimulacdo de receptores de androgenos desencadeia
uma interagcdo com a B-Catenina, uma proteina envolvida tanto na adeséo
guanto na sinalizacao celular, e com fator de transcri¢cao celular 4 (TCF-4). Esta
interacdo aumenta a sintese de folistatina, a qual, por sua vez, se liga a
miostatina, antagonizando seu efeito (SINGH et al., 2009). Sabe-se que a
miostatina pertence ao grupo do Fator de Transformacdo Beta 1 (TGF-B1) e
sua principal funcao é inibir a diferenciacdo de células pluripotentes em células
de linhagem miogénica, portanto, sua inibicdo resulta no aumento de células
miogénicas (SINGH et al., 2009).Tais afirmacdes direcionam para a hipotese
de que a interacdo entre os mecanismos de sinalizacdo celular oriundos da
estimulacao de receptores de andrégenos com 0os mecanismos de sinalizacéo
celular do TGF-B possuem uma papel essencial na diferenciacdo da linhagem
miogénica promovida pelos andrégenos (SINGH et al., 2009).

Embora a maioria dos estudos tenham constatado a importancia da
musculatura lisa para o processo fisiolégico da erecdo, devemos levar em
consideracéo o papel critico e vital que as fibras elasticas e as fibras colagenas
desempenham neste processo, pois estas estruturas participam tanto da
tumescéncia quanto da detumescéncia peniana (PINHEIRO et al., 2000;
COSTA et al,, 2006; MAIA et al., 2006). Costa e colaboradores (2006)
demonstraram que pacientes com DE severa possuem uma reducao
estatisticamente significativa na quantidade de fibras elasticas no corpo
cavernoso quando comparado a pacientes sem esta disfuncdo (COSTA et al.,

2006). Todavia, os autores nao correlacionaram este desfecho com niveis
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séricos de T. Embora se tenha evidéncias clinicas de que a quantidade de
fiboras elasticas presentes no corpo cavernoso contribuem para o
desenvolvimento da DE (COSTA et al., 2006), este € o primeiro estudo que
avaliou a quantidade de fibras elasticas do corpo cavernoso de ratos
submetidos a ablacédo androgénica e submetidos a reposi¢cdo hormonal, com o
objetivo de verificar a influéncia da T na quantidade de fibras elasticas
presentes no corpo cavernoso.

Neste sentido, Shen e colaboradores (2003) demonstraram que a
deprivacdo androgénica reduziu a quantidade de fibras elasticas na tanica
albuginea e que estas fibras eram substituidas por fibras colagenas (SHEN et
al., 2003), inferindo, assim, que, além do corpo cavernoso, a integridade e a
funcdo da tunica albuginea também sejam andrégeno dependentes (SHEN et
al., 2003). Porém, os autores ndo avaliaram a influéncia da T na quantidade de
fibras elasticas no corpo cavernoso.

Nossos resultados sugerem que a T ndo influencia na quantidade de
fibras elasticas do corpo cavernoso, uma vez que ndo observamos diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Este resultado corrobora com
dados recentes da literatura publicados por Inoue e colaboradores (2012)
(INOUE et al.,, 2012).Estes autores avaliaram a biossintese de horménios
sexuais na pele humana e encontraram que apenas a enzima aromatase
estava intimamente relacionada com a biossintese de estrégeno e com a
formacdo de novas fibras elasticas e que a T nao influenciou na biossintese
dessas fibras (INOUE et al., 2012).

Em relagdo a quantidade de fibras coldgenas no corpo cavernoso,

nossos resultados revelam que ndo houve influéncia da T nos seus niveis.
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Alguns fatores podem ser discutidos na tentativa de esclarecer os resultados
obtidos nesta tese, pois eles contradizem os dados ja publicados na literatura
(SHEN et al., 2003; TRAISH et al., 2003).0 primeiro aspecto a ser levado em
consideracéo € a diferenca de metodologia entre os estudos. A maioria deles
utiliza reposicao hormonal de forma aguda. O segundo aspecto importante é o
modelo animal utilizado. Alguns estudos utilizam ratos e outros, coelhos.
Porém, devemos observar que a estrutura histolégica do corpo cavernoso de
ratos difere da dos coelhos, visto que ratos possuem maior quantidade de
fibras colagenas e os coelhos possuem maior concentracéo de fibras elasticas
(PINHEIRO et al., 2000; MAIA et al.,, 2006). Finalmente, os métodos de
quantificacdo histomorfométrica utilizados sdo diferentes. Alguns estudos
utilizam a grade M42, outros a planimetria (MIRANDA et al., 2012) e outros,
ainda, apenas qualificam a estrutura, sem quantifica-la.

Os dados da literatura tentam estabelecer o papel da T na producéo de
NO, porém os resultados sdo conflitantes e ainda geram muitos debates
(TRAISH et al., 1999; BABA et al., 2000;TRAISH et al., 2003; TRAISH et al.,
2007; TRAISH, 2009). Alguns autores sugerem que a expressao e a atividade
da NOS, enzima envolvida na sintese do principal neurotransmissor envolvido
na erecdo peniana — o NO -, seja regulada pelos andrégenos (BABA et al.,
2000; TRAISH et al., 2007; TRAISH, 2009).Em contrapartida, 0 mesmo grupo
de pesquisadores afirma que a via do NO nédo é influenciada pelos niveis de
androgenos circulantes (TRAISH et al., 1999; TRAISH et al., 2003).

Nossos dados demonstraram que os niveis de NO, medidos de maneira
indireta através da quantificacdo de nitritos e nitratos, nao foi alterado com a

presenca ou auséncia de T, sugerindo que este hormonio néo interfere na via
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do NO. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos realizados por
Traish e colaboradores (1999; 2003) (TRAISH et al., 1999; TRAISH et al.,
2003). Em seus experimentos, Traish e colaboradores (1999) concluiram que a
deficiéncia androgénica e a reposicdo hormonal com T ndo foram capazes de
alterar a expressao e a atividade da nNOS (TRAISH et al., 1999). De maneira
semelhante, 0 mesmo grupo de pesquisa concluiu, em outro trabalho, que a
castracado cirurgica e a quimica nao alteram a atividade da NOS, inferindo que
a diminuicao dos niveis de T circulantes nédo interfere na NOS (TRAISH et al.,
2003).A discussao, porém, continua e para explicar dados tdo conflitantes na
literatura serdo necessarias mais investigacdes. Contudo, sugerimos que a
diferenca nos resultados € decorrente das diferentes metodologias empregadas
para quantificar o NO,o que pode levar a resultados discrepantes.

Nosso estudo € pioneiro na avaliacdo da influéncia da T na quantidade
de fibras elasticas bem como por avaliar a apoptose celular apés um longo
periodo de ablacdo androgénica e reposicdo hormonal tardia. Contudo,
algumas limitagcbes do nosso estudo devem ser levadas em consideracdo ao
tentarmos extrapolar estes resultados a seres humanos. Primeiro: nés, e como
a maioria dos estudos aqui citados, utilizamos modelos animais para investigar
o papel da T na estrutura morfolégica do corpo cavernoso. Porém, o corpo
cavernoso do rato, modelo utilizado nesta tese, difere do corpo cavernoso do
humano (PINHEIRO et al., 2000)e por este motivo, a extrapolacdo dos
resultados deve ser feita com muita cautela. Segundo: embora a castracéo
cirdrgica ndo seja o modelo mais adequado para mimetizar o hipogonadismo,
ela ainda é o método mais utilizado para estes fins (TEK et al., 2010). Portanto,

esta técnica nao reflete com exatidao a condicéo clinica enfrentada pela
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maioria dos homens. Neste contexto, n0s sugerimos a criagdo de modelos
animais que reflitam com maior acuracia as condi¢cées encontradas na pratica
clinica, para que possamos discutir, com maior clareza, quais alteracdes
histomorfométricas teremos a partir da diminuicio de T e como estas

alteracdes contribuem para o desenvolvimento da DE.
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6. CONCLUSOES

Através dos experimentos desenvolvidos durante esta tese, pode-se
concluir que:

e A orquiectomia bilateral diminuiu a quantidade relativa de
musculatura lisa no corpo cavernoso de ratos; bem como reduziu
o didametro peniano;

e A reposicdo hormonal tardia com undecanoato de T mantém a
quantidade musculatura lisa no corpo cavernoso; e mantém o
didmetro peniano;

e A ablacdo androgénica, bem como a reposicdo hormonal néo
interferem na quantidade de fibras elasticas, de fibras colagenas,
de espaco sinusoidal, na taxa de células em apoptose e nos

niveis de NO do corpo cavernoso.

Em resumo, a testosterona, o principal horménio sexual masculino,

modula a resposta da musculatura lisa no corpo cavernoso de ratos.
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7. PERSPECTIVAS

Criar modelos animais de hipogonadismo para que, de fato, estes

modelos mimetizem o que acontece na pratica clinica;

Estabelecer, a partir da criacdo dos modelos animais, qual € o momento
especifico (em qual nivel de testosterona sérica), os danos no CC

comecam a surgir;

Estabelecer, a partir da criacdo do modelo animal, qual € o momento
especifico (em qual nivel de testosterona sérica) comeca a apoptose no

CC;

Investigar a influéncia da testosterona sobre a expressdo génica e

protéica de TGF-p1.
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6. Should your thesis be published commercially, please reapply for permission.
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Jennifer Jones

Rights Associate
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