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Resumo

O envelhecimento e o hipogonadismo sao factores de risco para a Disfungao Eréctil (DE),
uma doenca que afecta mais de 10% da populacdo masculina adulta na Europa. Alteracdes
estruturais no musculo liso e no endotélio cavernoso contribuem para a disfungao vascular e
sdo responsaveis por varias formas de DE orgéanica. A clarificacdo dos mecanismos angio-
génicos no corpo cavernoso permitirdo melhorar o nosso conhecimento relativo a pre-
vencdo e tratamento desta patologia. O VEGF (vascular endothelial growth factor) é o
principal factor de crescimento vascular, essencial para a sobrevivéncia e proliferacio da
célulaendotelial.

O objectivo deste estudo experimental foi a caracterizagdo da vascularizagao no corpo
Correspondéncia: cavernoso de rato, através da deteccao imunohistoquimica (IC) de PECAM-1/CD3I
Nue Torpdh (marcador endotelial) e avaliagdo da expressao do VEGF. Utilizamos modelos experimentais
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resultado foi corroborado pela analise electroforética das proteinas totais do corpo
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cavernoso por Western blot, que evidenciou uma banda de 25 kDa correspondente ao
VEGF, com maior intensidade nos ratos orquidectomizados e envelhecidos.
Palavras chave: disfungao eréctil, PECAM- 1, VEGF, orquidectomia, envelhecimento

Abstract

Ageing and hypogonadic states are known risk factors for erectile dysfunction (ED), a disease
that affects more than 10% of adult male population in Europe. Structural alterations in the
cavernous smooth muscle and endothelium contribute to vascular dysfunction and cause
several forms of organic ED. In this way, clarifying angiogenic mechanisms in corpus
cavernosum, will improve knowledge about prevention and treatment of this pathology.
VEGF (vascular endothelial growth factor) is the main vascular growth factor essential to
endothelial cell survival and proliferation. The aim of the present experimental study is to
characterize vascularization in corpus cavernosum of rat, which was done by immuno-
histochemical detection of PECAM-1/CD3 1| (endothelium marker) and by evaluation of
VEGF expression. Experimental models of androgen depleted and aged male Wistar rats
were employed. Immunohistochemical staining of CD3 | was restricted to the endothelium
lining corpus cavernosum sinusoidal trabeculae revealing an apparent vascular atrophy in
orchidectomized rats. Aged animals (12 and |8 month) presented enlarged vessels with
intense endothelial staining.

Concerning the VEGF expression, we observed a scattered distribution of this peptide in the
smooth muscle fibres particularly in those that surround vessel endothelium. This result is
corroborated by total corpus cavernosum protein analysis by Western blot that detected a

25 kDa protein band probably corresponding to VEGF, presenting higher intensity in older

and orchidectomized rats.
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Introducao

A disfuncao eréctil (DE), definida como a incapa-
cidade persistente em obter e/ou manter uma ereccio
suficiente para permitir um desempenho sexual satis-
fatério, apresenta uma alta prevaléncia na populacao
geral, estimando-se que afecte cerca de |52 milhées de
homens em todo o mundo'”. A etiologia vasculogénica é
predominante, sendo que o envelhecimento e o hipogo-
nadismo sao conhecidos factores de risco para a disfun-
cao eréctil’. O aumento dramético da prevaléncia desta
patologia com o envelhecimento foi inicialmente de-
monstrado pelo Massachusetts Male Aging Study, verifi-
cando-se que a probabilidade de apresentar DE com-
pleta triplica entre os 40 e 70 anos de idade, variando de
5% para 15%'. Esta correlacio tem sido corroborada
em varios estudos epidemiolégicos posteriores®’.

Alteragdes estruturais e/ou ultrastruturais nos com-
ponentes fibroelasticos das trabéculas penianas, mus-
culo liso cavernoso e endotélio contribuem para uma
inadequada expansao sinusoidal diminuindo a rigidez do

pénis erecto. Um dos factores responsaveis pela DE

vasculogénica parece ser a disfuncao veno-oclusiva
traduzida em modificagdes do fluxo arterial e do relaxa-
mento do musculo liso cavernoso, e fibrose cavernosa.
Pode também envolver a ruptura da integridade funcio-
nal do endotélio vascular, o que modificaa capacidade de
resposta do endotélio a alteragdes hemodindmicas
locais e factores paracrinos e autdcrinos, sendo esta
situagdo conhecida como disfuncdo endotelial. Este
termo refere-se a diminuicdo da capacidade de relaxa-
mento do musculo liso dependente do endotélio, o que
se deve a perda ou ao aumento da degradacao de Oxido
Nitrico (NO) navasculatura'"'

O declinio progressivo da secrecao de androgénios
observado no envelhecimento esta hoje bem reconhe-
cido, apresentando, contudo, uma extensa variabilidade
inter-individual™'®. A deficiéncia androgénica parcial
é caracterizada por sintomas sexuais especificos tais
como a diminuicao da libido, e alteragcdes da fungio
eréctil e ejaculatéria. Os androgénios afectam pro-
fundamente a fisiologia eréctil, em particular a funcao
endotelial. A privagdo androgénica em modelo experi-
mental (orquidectomia bilateral) esta associada a DE
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Tabela |

Testosterona (ng/ml) p<0.0l

Grupo | — Controlo 2.36 = 0.90
Grupo Il — Orquidectomizado 0.02 = 0.0l
Grupo Il - 12 meses 2.78 = 0.42
Grupo IV - 18 meses 2.70 = 0.52

veno-oclusiva no espaco de 6 a 8 dias, com diminuicao
da expressio da Sintase do Oxido Nitrico (NOS) no
tecido cavernoso, estando descrito que a reposicao dos
niveis de testosterona apresenta um efeito preventivo
daDE"",

Por outro lado, o envelhecimento provoca a perda
de terminagoes nervosas no pénis e alteragoes na capa-
cidade de relaxamento do mdusculo liso, através do
aumento do ténus adrenérgico e/ou a substituicao por
fibras de colagénio™. A célula endotelial no animal idoso
apresenta diminuicio da expressaio da NOS e do
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)”'.

O VEGF é um mitogénio especifico da célula endo-
telial in vitro, e um factor de crescimento angiogénico in
vivo. E produzido por varias células incluindo as células
muscular lisa vascular, endotelial, e inflamatérias, e tem
efeitos directos nas células musculares lisas e endoteliais
vasculares através de receptores de membrana com
actividade tirosina-cinase (VEGFR-| e VEGFR-2)"™. A
Injeccdo Intracavernosa (IIC) de VEGF, em modelo de
isquemia no rato, estimula a expressdo da NOS endo-
telial (NOSe) e induzivel (NOSi)*. Assim, além da esti-
mulagdo directa do crescimento da célula endotelial, o
VEGF possui a capacidade de estimular a produgao de
NO.

Uma vez que alteracdo dos nervos, endotélio e
musculatura lisa cavernosas é a via final comum aos
varios tipos de DE organica, as terapéuticas que condu-
zam a neovascularizagao, nomeadamente a llC de VEGF,
podem representar a chave para a prevencao e cura de
muitas das formas da DE. A IIC de VEGF permite a
restauracao da integridade neuronal, do musculo liso, e
do endotélio, traduzindo-se clinicamente por reversao
da DE veno-oclusiva e por uma fungao eréctil pratica-
mente normal™”.

Os acontecimentos celulares e moleculares envol-
vidos na regulacdo da neovascularizagdo peniana ainda
nao sao completamente conhecidos, pelo que uma
melhor compreensao dos mesmos permitira a identifi-
cacao de novas abordagens terapéuticas. Os objectivos
deste estudo incluiram a observacao das consequéncias
do envelhecimento e particularmente da privacao an-
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drogénica, na organiza¢do do endotélio e na expressao
do VEGF no tecido cavernoso do rato.

Métodos

Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos machos estir-
pe Wistar provenientes da colénia do IBMC da Univer-
sidade do Porto, mantidos em condi¢des de luz e
temperatura controladas e alimentados ad libitum com
agua e dieta de laboratério. Os animais foram divididos
em quatro grupos experimentais: Grupo | — ratos con-
trolo, adultos jovens com 2 meses de idade e 200-300 g
de peso corporal. Grupo Il — ratos submetidos a orqui-
dectomia bilateral aos 2 meses de idade e sacrificados 90
dias apés aintervengao.

Grupo lll - ratos com |2 meses de idade. Grupo IV —
ratos com 18 meses de idade. O sacrificio efectuou-se
por decapitacao fazendo-se recolha do sangue do tron-
co. O pénis foi removido e fixado em solugio de formol
109% ou alternativamente em fixador de zinco (Tris HCI
0. M pH 7.4, Ca(CH,CO,), 0.05%, Zn(CH,CO,),
0.5%, ZnCl, 0.5 %, apropriado para deteccio do
PECAM-1) durante 24 h a 4°C. Procedeu-se a desi-
dratacdo, inclusdo em parafina e efectuaram-se cortes
de 6 im que foram aplicados em laminas revestidas com
poli-L-lisina (Sigma Diagnostics,St Louis, MO).

Quantificacao hormonal

O sangue recuperado em tubos com EDTA centri-
fugou-se a 1000 g durante 40 min paraisolar o plasma. A
quantificagdo da testosterona total foi efectuada por
Radioimunoensaio (RIA) usando kit comercial (IBL-
Hamburg) no Laboratério de radioisétopos do Hospital
deS. Jodo-Porto.

Imunocitoquimica

Os cortes histolédgicos de pénis foram desparafina-
xidase endégena (H,0, 3% em metanol) e recuperacao
antigénica por ebulicio em tampao citrato (pH 6.0) em
micro-ondas | min a que se sucedeu 10 min em keep
warm (tratamento desnecessario para o CD31). Efec-
tuou-se o bloqueio dos locais de ligagao inespecifica dos
anticorpos e incubou-se a 4°C overnight em camara
hiimida, com anticorpo primario de ratinho monoclonal
anti-PECAM-| (CD31) diluido a 1:40 (clone TLD-3A12,
Serotec Lda, UK) ou anticorpo primario de cabra poli-
clonal anti- VEGF 1:50 (R&D Systems). Foram utilizados

anticorpos secundarios adequados, respectivamente,
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anticorpo de cabra anti-ratinho biotinilado diluido 1:200
(Dako), e imunoglobulina de ratinho anti-cabra bio-
tinilado 1:500 (clone GT-34, Sigma Diagnostics,St Louis,
MO) 30 min, a que seguiu incubacdo com complexo
estreptavidina-peroxidase 1:200 30 min (Dako). Apds
lavagens, procedeu-se a revelagio com H,0, e DAB 3
3’-diaminobenzidina, counterstaing com hematoxilina e
montagem da preparacao definitiva com Entellan.

Electroforese de proteinas e Western blot

Fragmentos de corpo cavernoso foram homoge-
neizados em tampao de lise (Tris 50 nM pH 7.2, NaCl 0.1
M, EDTA 5 mM, TritonX-100 0.5%) suplementado com
PMSF (sulfureto de fenilmetilsulfunilo) 1:500 utilizando
um homogeneizador mecanico (Heidolph) durante 20
min, a que sucedeu tratamento com 5 pulsos de 10s a
10% da poténcia num sonicador (Bandelin, Sonopuls
HD2070). A quantificacdo das proteinas foi efectuada
em duplicado pelo método de Bradford num espec-
trofotémetro Beckman DU 640 usando solucoes de
albumina sérica bovina como padrdo. A separacdo de
proteinas efectuou-se por SDS-PAGE num gel de 14 %
de acrilamida/bisetilenoacrilamida num sistema da Bio-
Rad, seguindo-se transferéncia para membrana de
nitrocelulose (Schleicher & Schuell, poro 0.45 mm) em
equipamento Hoefer TE 42220V durante 2h. A eficacia
da tranferéncia foi verificada por coloracdo da mem-
brana com solucdo aquosa de Ponceau S, a que se
seguiram lavagens e incubacao com solugao de bloqueio
(Tris 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, 05% de leite em p6
sem gordura, Tween- 20 0.19%), e incubacio overnight
com anticorpo primario monoclonal de ratinho anti-
VEGF (I mg/ml, R&D Systems). Apds lavagens efec-
tuou-se a revelacdo da membrana por quimiolumines-
céncia usando um kit comercial (Pierce, QB Perbio) de
acordo com as instrugdes do fabricante e um anticorpo
secundario conjugado com peroxidase na diluicdo
1:5000 (Santa Cruz Biotechonology, Inc.), sendo o
tempo de exposicao da pelicula fotografica (Kodak
Biomax Light film) de 10-15 min. A intensidade do sinal
foi quantificado pelo programa Kodak ID Image Analyis
software.

Resultados

Quantificacao hormonal

Os valores da testosterona sérica nos ratos orqui-
dectomizados demonstram a deplecgao de androgénios
testiculares, ja que se verifica uma variagdo entre os
animais dos grupos | e Il, de 2.36+0.90 para 0.02+0.01
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(tabela I) para a testosterona total no soro. Os animais
idosos (12 e 18 meses) apresentam valores de testos-
terona um pouco superiores aos do controlo,
respectivamente 2.78+0.42e2.70 +0.52.

Imunohistoquimica

A detecgao da glicoproteina endotelial PECAM-|
por imunohistoquimica evidenciou os vasos do corpo
cavernoso, observando-se no rato do grupo | as
trabéculas sinusoidais bem organizadas, assim como os
vasos de maior calibre (Fig.la). No rato orquidecto-
mizado, grupo |l, observamos uma desorganizacio e
atrofia da estrutura vascular (Fig.1b) com diminuicao
aparente do limen dos vasos. No animal mais idoso, 12
e 18 meses (grupos lll e IV, respectivamente), a mar-
cacao endotelial evidenciou vasos de calibre aumentado
(Fig.1 c e d, respectivamente) quando comparados com
o controlo.

A pesquisa do VEGF em tecido cavernoso eviden-
ciou a sua localizagio no tecido muscular liso no animal
controlo, grupo | (Fig. 2a), e também no rato orquidec-
tomizado, grupo Il (Fig. 2b). Nos animais dos grupos Il e
IV, observou-se um aumento da marcacdo no tecido
muscular liso perivascular (Fig. 2c e d).

Electroforese de proteinas e Western blotting

A analise de proteinas totais de corpo cavernoso de
rato por SDS-PAGE e Western blotting revelou a pre-
senca de uma banda com aproximadamente 25 KDa em
todas as frac¢oes estudadas, que parece corresponder
ao VEGEF A intensidade da banda aumenta significativa-
mente nas amostras proteicas de pénis de rato dos
grupos I, lll e IV, quando comparada com o controlo
(grupo 1), havendo, inclusivamente, aumento progres-
sivo da intensidade da banda até aos 9 meses de idade
(resultado ndo mostrado) e declinio da expressdo do
VEGF dos 9 até aos |8 meses de idade.

Discussao

A DE associada ao envelhecimento pode ser atri-
buida a uma série de alteragbes estruturais e bioqui-
micas: insuficiente producao de NO durante a neuro-
transmissao devido a perda de terminais nervosos parae
no pénis; reducao dos niveis de NO pela down-regulation
da NOS endotelial (NOS-e) secundaria a lesdao endo-.
telial associada a patologias concomitantes como a
diabetes e doenga vascular; libertagao excessiva de neu-
rotransmissores adrenérgicos que aumentam o ténus

do musculo liso cavernoso através da activacdo da



www.apurologia.pt

Acta Uroldgica 2006, 23; 2: 45-52 Distribuicdo do territério endotelial e da expressdo de VEGF em modelo experimental... 49
P ' . . it ™ :
b A~ g A F .
% ; e F:_._. |_' ] = L
-._‘__‘1“.: 1 I' - : iy |
- . y o
& ' ; ;! } "y |
. i - = ‘ -
- - . i
i “ 2 - - L L
a - ’ &
g H E . -
- - i i, g i a = 4 L
[P ':. W ': L e # v -
F L TR I - " "
la Ib
e I ;
< B -I L] ¥ - : 1 L]
_ B . o 1%,
¢ 4 -
. — | "
am '
L
o | N ‘
lc Id
Figura | — Deteccao por imunohistoquimica da glicoproteina PECAM- 1. Observa-se marcacao endotelial (seta) nos vasos do corpo

cavernoso, que se apresentam bem organizados no rato jovem (Fig. |a). No rato orquidectomizado(Fig. | b) observa-se uma

aparente atrofia da estrutura vascular. Nos animais mais idosos 12 e 18 meses (Fig.| c e d, respectivamente) a marcacao endotelial

evidenciou vasos de calibre aumentado quando comparados com o controlo.

Endotelina-1 e da Rho-cinase; e, alteracdo do relaxa-
mento do musculo liso cavernoso por degradacao ex-
cessiva da GMPc pela PDE-5 ou perda relativa de células
musculares lisas e sua substituicaio por fibras de
colagénio™.

Apesar da evidéncia experimental de reversao da
DE com a lIC de VEGF, o mecanismo exacto pelo qual o
VEGF regula a funcdo eréctil ndo é completamente
compreendido. Além do seu papel angiogénico, e do seu
envolvimento no trofismo neuronal e muscular, o VEGF
também regula a expressao da NOS-e nas células endo-
teliais. O decréscimo da expressao do VEGF observado
no envelhecimento peniano sugere que alteracdes na
sintese deste factor de crescimento podem contribuir
para as modificacdes fisioldégicas e morfolégicas no
tecido eréctil induzidas pelaidade™.

Independentemente da etiologia da DE organica, a
disfuncao veno-oclusiva é um denominador final comum
resultante da atrofia do musculo liso e deposicao de
colagénio. Quando ratos com DE vasculogénica estabe-
lecida sao tratados com uma dnica IIC de VEGEF, a sua

funcao eréctil retorna quase ao normal, apresentando

reversio do defeito veno-oclusivo. O estudo ultra-
-estrutural evidenciou ainda hiperplasia e hipertrofia das
células endoteliais, e a restauracdo da integridade neu-
ronal e do musculo liso no tecido cavernoso™”.

No presente estudo em modelo de animal mais
idoso, 12 e 18 meses, a marcacdo endotelial evidenciou
vasos de calibre aumentado (Fig.| c e d, respectiva-
mente) quando comparados com o controlo. Também
observamos um aumento na expressao do VEGF até a
idade de 9 meses a que se seguiu uma diminuicao gradual
dos 9 aos |8 meses.

Estas observacdes corroboram as previamente
descritas por Rajasekaran et al”'. Neste estudo foram
observadas alteracoes na expressao diferencial de facto-
res relaxantes (NOS-e e VEGF) e constritores (Endo-
telina-1) do endotélio no envelhecimento, que podem
ser responsaveis pelo aumento da prevaléncia da DE
neste grupo etéario”. Nos ratos idosos, a IIC de VEGF
aumentou a expressao do VEGF e NOS-e, constatando-
se a melhoria da resposta vasoactiva do musculo liso
cavernoso, provavelmente devida a alteracdes da inte-

gridade do musculo liso e endotélio trabecular™.
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Figura 2 - Deteccao por imunohistoquimica do VEGF. Observa-se sempre no tecido muscular liso perivascular (seta) tanto no

animal controlo (Fig. 2a) como no rato orquidectomizado (Fig. 2b). Nos animais de 12 e 18 meses (Fig. 2c e d, respectivamente)

observou-se um aumento da marcacao.

A ereccdo peniana é um fendmeno dependente dos
androgénios. No homem o hipogonadismo primario ou
secundario esta associado a DE, e apés tratamento
androgénico verifica-se aumento do numero de
erecgoes, tumescéncia peniana nocturna, episédios de
masturbacio e libido. Também foi observada a presenca
de receptores androgénicos no tecido eréctil”’. Con-
tudo a dependéncia androgénica para a funcdo do
musculo liso do tecido cavernoso permanece contro-
versa.

No rato, a castragdo cirdrgica provoca DE vascu-
logénica no espaco de 6 a8 dias.

Podera envolver a supraregulacio da via da
RhoA/Rho Cinase com contraccdo do musculo liso,
perda da capacidade de estimulagio da NOS, e/ou
indugdo da apoptose™”’. Embora nio existam estudos
experimentais no que se refere a expressao do VEGF no
tecido cavernoso neste grupo de risco para a DE,
verificou-se que no tecido prostatico que a sintese de
VEGF esta diminuida, e que a testosterona induz a

sintese deste factor de crescimento”"”. No presente
modelo de animal orquidectomizado, observamos uma

desorganizacao e atrofia da estrutura vascular com

diminuicao aparente do limen dos vasos, mas sem

alteracoes significativas na expressao do VEGF quando

comparados com animais da mesma idade. Os nossos

resultados sugerem um papel dos androgénios testi-

culares na manutencao das caracteristicas histoldgicas

do corpo cavernoso do rato.

am 12m 18m

3

g

Figura 3 — Detecgao por Western blotting do VEGF. Em

todas as amostras estudadas observou-se uma banda com

massa molecular aproximada de 25 kDa. A expressao do

VEGF aumentou com a idade do rato dos 2 (coluna 2m) até

aos 12 meses (coluna 12m), verificando-se uma diminuigao

dos 12 para os 18 meses (colunas 12m e 18m,

respectivamente). Apds orquidectomia ha um aparente

aumento da expressao do VEGF (coluna Orq).
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No estudo de Rogers et al. demonstrou-se que
tanto a replecao de testosterona como de VEGF apre-
sentam um efeito preventivo da DE, quando adminis-
tradas imediatamente apés castracio”. A morfologia e
conteldo de musculo liso penianos apresentam dete-
rioracdo tanto na qualidade como na quantidade do
musculo liso apds castracdo. Estas alteracdes normali-
zaram nos animais que receberam testosterona ou
VEGEF, sendo evidéncia de preservacdo da integridade
do tecido cavernoso com este tratamento preventivo.
Apos tratamento com VEGF, também se verificou res-
tauracao da integridade neuronal, tal como hiperplasia e
hipertrofia das células endoteliais.

O estudo imunocitoquimico de marcadores endo-
teliais e factores de crescimento endotelial sao fun-
damentais para a compreensao da organizagao vascular
e angiogénese no tecido eréctil, assim como dos meca-
nismos envolvidos na diminuicdo da funcdo eréctil
associados ao envelhecimento e ao hipogonadismo. As
alteracdes observadas na organizaciao do endotélio e
expressao de VEGF nestes grupos derisco paraaDE, ea
sua reversao com terapéutica com factores de cres-
cimento vascular, justificam o aprofundamento do co-
nhecimento destes mecanismos em novos estudos

experimentais.
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