UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTU SENSU EM CIENCIAS
MEDICO-CIRURGICAS

BRUNO LIMA LINHARES

EFEITO DO INIBIDOR DA FOSFODIESTERASE TIPO 4 NA RECUPERACAO
DA FUNCAO ERETIL E REGENERACAO NERVOSA APOS LESAO DO
NERVO CAVERNOSO EM RATOS

FORTALEZA
2023



BRUNO LIMA LINHARES

EFEITO DO INIBIDOR DA FOSFODIESTERASE TIPO 4 NA RECUPERACAO DA
FUNCAO ERETIL E REGENERACAO NERVOSA APOS LESAO DO NERVO
CAVERNOSO EM RATOS

Tese submetida a Coordenagdo do
Programa de Pos-Graduagdo Stricto
Sensu em Ciéncias Médico-Cirtrgicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtencao do grau de
Doutor em Ciéncias Médico-Cirurgicas.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Reges Maia
de Oliveira

Coorientador: Prof. Dr. Eduardo de Paula
Miranda

FORTALEZA

2023



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

L728e Linhares, Bruno Lima.
Efeito do inibidor da fosfodiesterase tipo 4 na recuperagdo da fung@o erétil e regeneragdo nervosa apos lesdo

do nervo cavernoso em ratos / Bruno Lima Linhares. — 2023.
63 f. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Programa de Pés-Graduacdo
em Ciéncias Médico-Cirdrgicas, Fortaleza, 2023.

Orientacdo: Prof. Dr. Ricardo Reges Maia de Oliveira.

Coorientagdo: Prof. Dr. Eduardo de Paula Miranda.

1. Disfuncao Erétil. 2. Inibidores de Fosfodiesterase. 3. Lesao por Esmagamento. 4. Ratos. I. Titulo.
CDD 617




BRUNO LIMA LINHARES

EFEITO DO INIBIDOR DA FOSFODIESTERASE TIPO 4 NA RECUPERACAO DA
FUNCAO ERETIL E REGENERACAO NERVOSA APOS LESAO DO NERVO
CAVERNOSO EM RATOS

Tese submetida a Coordenagdo do
Programa de Pos-Graduagdo Stricto
Sensu em Ciéncias Médico-Cirtrgicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtencao do grau de
Doutor em Ciéncias Médico-Cirurgicas.

Aprovadoem  / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ricardo Reges Maia de Oliveira

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Eduardo de Paula Miranda

Centro Universitario Christus — Unichristus

Prof. Dr. Nilberto Robson Falcdao do Nascimento

Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Fabio Rocha Fernandes Tavora

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. José de Bessa Junior

Universidade Estadual de Feira de Santana



A Deus,
A minha esposa Anna Renée,

Aos meus filhos, Gabriel e Lara.



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar.

A minha esposa Anna Renée, minha companheira e amiga, pelo apoio
incondicional, pela paciéncia e compreensao.

Aos meus filhos, Gabriel e Lara, razdo maior da minha vida, pela paciéncia e
pela compreensdo nos momentos de auséncia.

Ao Prof. Dr. José Alberto Dias Leite, coordenador do Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Médico-cirurgicas da Universidade Federal do Ceard, pela
incansavel dedicagdo a pos-graduacdo desta institui¢do.

Ao Prof. Dr. Ricardo Reges Maia de Oliveira, professor do Departamento de
Cirurgia e meu orientador, pelos ensinamentos, imensuravel apoio, pela oportunidade e
confianga.

Ao Prof. Dr. Nilberto Robson Falcdo do Nascimento, professor da
Universidade Estadual do Cear4, pela confianga e apoio, por ter me acolhido e acreditado
em mim desde o mestrado, pela imensuravel ajuda na realizacdo dos experimentos e
interpretacdo dos resultados.

Ao Prof. Dr. Eduardo de Paula Miranda, meu coorientador e grande amigo,
pelo exemplo, pela paciéncia, pelos inimeros ensinamentos e pelo apoio incondicional
durante esses anos de muito trabalho.

A Profa. Dra. Claudia Ferreira Santos, professora da Universidade Estadual
do Cear4, pela valiosa ajuda na realizagao dos experimentos e pelos ensinamentos durante
as atividades de laboratorio.

Ao Prof. Dr. Rafael de Morais Campos, pelo essencial apoio, ensinamentos,
pela disponibilidade e pela imensuravel ajuda na realizacdo dos experimentos e
interpretacdo dos resultados.

Ao Prof. Dr. Fabio Rocha Fernandes Tavora, pelos ensinamentos e pela
imensuravel ajuda na avaliagdo patologica e analise dos resultados.

Ao Prof. Dr. José de Bessa Junior, pelos ensinamentos e ajuda na andlise e
interpretacdo dos resultados.

A minha amiga e colega de doutorado, Dra. Ariana Gomes da Silva, por todo
o apoio, disponibilidade e indispenséavel ajuda na realizacdo dos experimentos.

Ao colega urologista e amigo, Bruno Hallan, pela ajuda na realizacdo dos

experimentos e apoio na discussdo dos resultados.



Ao estudante da graduacdo da FAMED/UFC Matheus Januario da Silva, pelo
auxilio durante a realizagdo dos experimentos e cuidado com os animais.

A equipe do laboratério de patologia, sobretudo a Dra. Juliana Cordeiro e ao
mestrando Guilherme de Sousa, pelo fundamental apoio na conducgdo da avaliagdo
patologica.

Aos colegas de laboratorio, em especial aos doutorandos Renata Santiago e
Tury Paz, por todo o auxilio durante a realizacdo dos experimentos.

Aos funciondrios da pos-graduacdo, Maria Luciene de Oliveira, Magda
Fontenele e Marcelo Barbosa, pela disponibilidade e atencdo com os alunos da pos-
graduacao.

A International Society for Sexual Medicine (ISSM), pelo apoio financeiro

(Zorgniotti Grant), que viabilizou a realiza¢ao deste projeto.



“A mente que se abre a uma nova idéia
jamais voltara ao seu tamanho original."

(Albert Einstein).



RESUMO

Nao ha consenso sobre o melhor regime de tratamento para recuperacao da fungdo erétil
(FE) apos a prostatectomia radical (PR). Embora muitas intervengdes farmacologicas
consigam melhorar a FE em ratos, ainda faltam estudos avaliando estratégias que
promovam a regeneragdo nervosa do nervo cavernoso (NC). Os inibidores de
fosfodiesterase do tipo 4 (IPDE4), como o rolipram, mostraram um efeito neuroprotetor
apos lesdo da medula espinhal em camundongos, facilitando a recuperagdo funcional.
Também foi sugerido que a propriedade neuroprotetora da sildenafila ¢ provavelmente
atribuida ao seu efeito na fosfodiesterase do tipo 4. Nosso objetivo foi avaliar o papel dos
IPDE4 na recuperacao da FE e regeneracao nervosa ap6s lesdo bilateral por esmagamento
do NC em ratos (LBNC). Trinta ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos: (i) sham (sem lesdo do NC); (ii) controle (sem tratamento ap6s LBNC);
(ii1)) LBNC + tadalafila; (iv) LBNC + rolipram e (v) LBNC + tadalafila + rolipram. A
laparotomia inicial foi realizada e os NC foram esmagados com pinga hemostatica. Os
animais dos grupos (iii) e (iv) receberam respectivamente tadalafila (Smg/kg/dia) e
rolipram (1mg/kg/dia), via oral, por 14 dias. Os animais do grupo (v) receberam tadalafila
+ rolipram nas mesmas doses. Em seguida, os animais foram submetidos a estimulagdo
do NC nas frequéncias 4, 8 e 16 Hz, com registro da pressdo arterial média (PAM) e
pressdo intracavernosa (PIC). A FE foi representada pela medida da relagdo PIC maxima
/ PAM e area sob a curva (AUC) da PIC. O pénis e NC dos animais foram enviados para
avaliag@o estrutural com os marcadores imuno-histoquimicos S100 e Ki-67. Na analise
funcional, LBNC resultou em piora da FE quando comparado ao sham. Nao foram
encontradas diferengas significativas na relagdo PIC/PAM ao comparar os grupos (iii),
(iv) ou (v) com o grupo controle. Ao considerar a AUC da PIC (AUCpic), os ratos tratados
com tadalafila apresentaram melhora significativa da resposta erétil. Os animais que
receberam rolipram demonstraram uma tendéncia de melhora da relagdo AUCpic/PAM
em comparagdo ao grupo controle, mas sem diferenga estatistica. O grupo da tadalafila
apresentou maior expressdo de S100 no nervo peniano dorsal em comparagdo ao grupo
controle (p<0,05). O grupo do rolipram apresentou menor expressao de Ki-67 no NC em
comparagdo ao grupo controle (p<0,05). No modelo experimental, rolipram nao melhorou
a resposta erétil apos lesdo do NC em ratos. Estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar o real papel dos IPDE4 na regeneragao nervosa ap6s lesdo do NC e seu potencial

terapéutico na disfuncdo erétil pos-PR.



Palavras-chave: Disfuncdo Erétil; Inibidores de Fosfodiesterase; Lesdo por

Esmagamento; Ratos.



ABSTRACT

There is no consensus on the best treatment regimen for recovery of erectile function (EF)
after radical prostatectomy (RP). Although many pharmacological interventions can
improve EF in rats, there is still a lack of studies evaluating strategies that promote nerve
regeneration of the cavernous nerve (CN). Phosphodiesterase type 4 inhibitors (IPDE4),
such as rolipram, have shown a neuroprotective effect after spinal cord injury in mice,
facilitating functional recovery. It has also been suggested that the neuroprotective
property of sildenafil is probably attributed to its effect on phosphodiesterase type 4. Our
aim was to evaluate the role of IPDE4 in EF recovery and nerve regeneration after
bilateral CN crush injury in rats (BCNI). Thirty male Wistar rats were randomly divided
into four groups: (i) sham (no CN lesion); (ii) control (no treatment after BCNI); (iii)
BCNI + tadalafil; (iv) BCNI + rolipram and (v) BCNI + tadalafil + rolipram. The initial
laparotomy was performed and the CN were crushed with a hemostatic clamp. The
animals in groups (iii) and (iv) received tadalafil (5mg/kg/d) or rolipram (1mg/kg/d)
orally for 14 days, respectively. The animals in group (v) received tadalafil + rolipram at
the same doses. Then, the animals were submitted to CN stimulation at frequencies 4, 8
and 16 Hz, with recording of mean arterial pressure (MAP) and intracavernosal pressure
(ICP). EF was represented by the measurement of maximum ICP normalized to MAP
(ICP/MAP ratio) and total normalized area under the curve (AUC) of ICP. The penis and
CN of the animals were sent for structural evaluation with the immunohistochemical
markers S100 and Ki-67. In the functional analysis, BCNI resulted in worse EF when
compared to sham. No significant differences were found in the ICP/MAP ratio when
comparing groups (iii), (iv) or (v) with the control group. When considering AUC of ICP
(AUCicp), the rats treated with tadalafil showed a significant improvement in the EF. The
animals that received rolipram showed a trend towards an improvement in the
AUCicp/MAP ratio compared to the control group, but the difference did not reach
statistical significance. The tadalafil group had a higher expression of S100 in the dorsal
penile nerve compared to the control group (p<0.05). The rolipram group had a lower
expression of Ki-67 in the CN compared to the control group (p<0.05). In the
experimental model, rolipram did not improve erectile response after CN injury in rats.
Additional studies are needed to evaluate the role of IPDE4 in nerve regeneration after

CN injury and their therapeutic potential in post-RP erectile dysfunction.



Keywords: Erectile Dysfunction; Phosphodiesterase Inhibitors; Crush Injuries; Rats.
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1 INTRODUCAO

De acordo com uma recente estimativa que englobou dados de 185 diferentes
paises, excluindo-se os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de prostata (CaP) € o
segundo cancer mais frequente e a quinta causa de morte por cancer entre os homens
(SUNG et al., 2021). Foi a neoplasia maligna diagnosticada com mais frequéncia na
populacao masculina em mais da metade (112 de 185) dos paises incluidos (SUNG et al.,
2021). Em uma estimativa ainda mais recente dos Estados Unidos da América (EUA),
somente o CaP foi responsavel por 27% de todos os diagndsticos de neoplasia maligna
entre os homens desse pais (SIEGEL et al., 2022). No Brasil, segundo os ultimos dados
divulgados pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA), foram estimados 71.730 novos
casos de CaP para o ano de 2022, o que corresponde a 30% de todos os casos de cancer
diagnosticados na popula¢do masculina brasileira (excluindo-se os tumores de pele nao-
melanoma) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022).

O tratamento de referéncia para cancer de prostata localizado em pacientes
com expectativa de vida de pelo menos 10 anos ¢ a prostatectomia radical (PR), a qual
pode ser empregada também em casos de doenga localmente avangada. Constitui uma das
cirurgias oncologicas mais realizadas em todo o mundo (AOUN et al., 2015).

Devido a localizag@o anatomica dos 6rgaos sexuais e suas inervagoes, a PR ¢
associada a disfun¢do sexual em homens. Disfungdo erétil (DE), encurtamento peniano,
curvatura do pénis, distirbios do orgasmo e da ejaculagdo, entre outras, sdo exemplos de
consequéncias negativas desse tratamento oncoldgico na fun¢do sexual dos pacientes
(SALONI et al., 2012). Com o advento do antigeno prostatico especifico (PSA), o CaP
tem sido diagnosticado cada vez mais precocemente em homens cada vez mais jovens,
de tal forma que a maioria dos pacientes submetidos a PR tem razoéavel fungao erétil (FE)
pré-operatoria e elevadas expectativas quanto a sua preservacao (BOORJIAN et al.,
2012).

Nos ultimos vinte anos, os resultados funcionais ganharam especial
importincia e se tornaram um meio utilizado para medir o sucesso do procedimento
ciruargico (BORREGALES et al., 2013; LIMA et al., 2021). Apesar dos inquestionaveis
avancos na técnica cirirgica, através da disseminagdo de técnicas minimamente
invasivas, seja por via laparoscopica ou assistida por robo, a disfun¢do erétil continua

sendo uma complicagdo comum, com taxas de prevaléncia variando de 20 a 90% (LIMA
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et al., 2021; MULHALL, 2009). Essa grande discrepancia ¢ resultado de populacdes
heterogéneas de pacientes e diferentes definicdes de DE utilizadas nos estudos
(MIRANDA et al., 2021). Alguns estudos postulam que a prevaléncia de DE apods
prostatectomia radical assistida por robd aos 12 e 24 meses de pos-operatdrio varia de 10
a46% e de 6 a 37%, respectivamente (FICARRA et al., 2012; KIM et al., 2011; LIMA et
al., 2021). Em comparagao, a incidéncia de DE apos prostatectomia radical retroptibica
(técnica aberta) varia de 14 a 82%, considerando diferentes periodos de tempo de pos-
operatério (CATALONA et al., 1999; DUBBELLMAN et al., 2006; KUNDU et al.,
2004). De acordo com as evidéncias atuais, ndo hd comprovagdo de superioridade de
qualquer técnica cirurgica em relagdo as demais quanto ao desfecho de preservagdo de
funcao erétil (LIMA et al., 2021).

A DE secundaria a PR ¢ um determinante independente de pior qualidade de
vida geral dois anos apds o tratamento para CaP (PENSON et al., 2003). DE esta
associada a baixa produtividade no trabalho, perda da autoestima e depressao. Diversos
estudos demonstraram que tratamentos para recuperagao da FE tem impacto significativo
na qualidade de vida dos pacientes e casais (TELOKEN et al., 2009). Apesar de a PR
apresentar resultados oncoldgicos excelentes a curto prazo, a preservacao e reabilitagdo
da FE permanece um desafio. Considerando a alta incidéncia de CaP e o aumento da
sobrevida dos pacientes, esse problema afeta um nimero substancial de homens
(DELONGCHAMPS et al., 2006; MARTINEZ-SALAMANCA et al., 2016). Acredita-
se que cerca de 10% de todos os casos de DE sejam consequéncia da PR (AOUN et al.,

2015).

1.1 Fisiologia da erecio e definicio de disfuncio erétil

Do ponto de vista biologico, a ere¢do ¢ um processo complexo que envolve o
funcionamento adequado de multiplos sistemas e 6rgdos. Em sua esséncia, a eregdo e
detumescéncia penianas sdao fendmenos hemodinamicos controlados por estimulos
neuronais, com a musculatura lisa cavernosa desempenhando um papel vital. O estimulo
sexual e 0 aumento da atividade parassimpatica levam a vasodilatacao e aumento do fluxo
sanguineo, causando aumento da pressdo intracavernosa (MELMAN; GINGELL, 1999).

De forma mais detalhada, a ere¢do peniana ¢ um evento neurovascular
modulado por fatores psicoldgicos e eixo hormonal. Na estimulagdo sexual, os impulsos

nervosos causam a liberacdo de neurotransmissores dos terminais do nervo cavernoso e
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de fatores relaxantes das células endoteliais do pénis, resultando no relaxamento do
musculo liso nas artérias e arteriolas que suprem o tecido erétil e, por conseguinte, em um
consideravel aumento do fluxo sanguineo peniano. Ao mesmo tempo, o relaxamento do
musculo liso trabecular aumenta a complacéncia dos sinusoides, facilitando o enchimento
rapido e a expansao do sistema sinusoidal (figura 1). Os plexos venulares subtunicais sdo,
portanto, comprimidos entre as trabéculas e a tinica albuginea, resultando em oclusdo
quase total do fluxo venoso (BANYA et al., 1989; FOURNIER et al., 1987; LUE, 2000).
Esses eventos aprisionam o sangue dentro dos corpos cavernosos e elevam o pénis de
uma posi¢do pendente para uma posi¢cdo ereta, com uma pressdao intracavernosa de
aproximadamente 100mmHg (fase de ere¢do completa) (LUE, 2000).

A disfungdo erétil ¢ definida como a incapacidade persistente de obtencao e
manuteng¢do de ere¢do suficiente para uma funcao sexual satisfatoria (NIH, 1993). Devido
a elevada prevaléncia, trata-se da disfun¢ao sexual mais estudada em homens (UCKERT
et al., 2007). A DE ¢ uma entidade complexa e esta associada a varias comorbidades,
incluindo fatores psicologicos, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus, sindrome
metabolica e tabagismo, além do processo de envelhecimento natural (ALBERSEN et al.,
2010). Um estudo recente que incluiu individuos de oito paises estimou uma prevaléncia
global de disfunc¢ao erétil de cerca de 45% em pacientes entre 40 e 70 anos (GOLDSTEIN
et al., 2020). A DE ¢ claramente dependente da idade, com um aumento acentuado da

prevaléncia a partir da quinta década de vida (PORST et al., 2013).
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Figura 1 - Anatomia e fisiologia da ere¢do peniana. Fortaleza, 2023.
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Nota: Os nervos cavernosos (auténomos) cursam posterolateralmente a prostata e entram nos corpos

cavernosos € no corpo esponjoso para regular o fluxo sanguineo peniano durante a ere¢do e a

detumescéncia. Os nervos dorsais (somaticos), ramos dos nervos pudendos, sdo os principais

responsaveis pela sensagdo peniana. Os mecanismos de erecdo e flacidez sdo mostrados nas inser¢des

superior ¢ inferior da figura, respectivamente. Durante a eregdo, o relaxamento do musculo liso

trabecular e a vasodilatagdo das arteriolas resultam em um aumento significativo do fluxo sanguineo,

que expande os espacos sinusoidais para alongar e aumentar o pénis. A expansdo dos sinusdides

comprime o plexo de vénulas subtunicais contra a tinica albuginea. Além disso, o estiramento da

tunica comprime as veias emissarias, reduzindo ao minimo o escoamento de sangue. No estado flacido,

o influxo através das artérias helicinas constritas e tortuosas ¢ minimo, € ha escoamento livre através

do plexo de vénulas subtunicais.

1.2 Mecanismos da disfuncio erétil secundaria a PR
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A DE ap6s PR ¢ sabidamente multifatorial, porém a lesdo nervosa iatrogénica
durante o procedimento ¢ o principal responsavel pelo acometimento imediato da FE
(SEGAL; BURNETT, 2011). Apesar do advento de técnicas intraoperatorias de
preservagdo nervosa durante a PR, uma percentagem significativa de homens continua a
sofrer com DE apos esta operagdo. A manipulagdo cirargica por si s6 do delicado
complexo de fibras autondmicas que envolve o nervo cavernoso pode gerar uma perda de
funcdo transitdoria mesmo nos casos em que o nervo tenha sido deliberadamente
preservado. Geralmente essa manipulacdo gera uma lesdo nervosa conhecida como
neuropraxia, que ¢ ocasionada pela tracdo excessiva, lesdo térmica ou processo
inflamatorio decorrente da cauterizagdo e disseccdo tecidual durante a remocdo da
prostata, o que ocorre mesmo nas maos de cirurgides experientes. Nesses casos, a
recuperagdo da fungdo erétil devido a neuropraxia pode demorar até 24 meses
(MONTORSI et al., 1997). Assim, acredita-se que essa lesdo nervosa temporaria possa
induzir hip6xia no corpo cavernoso, que por sua vez leva a uma desorganizacao estrutural
do tecido erétil, com aumento da produgdo de coldgeno, remodelacdo venosa e
consequente diminuicdo de musculo liso (IACONO et al., 2005; GONZALEZ-
CADAVID, 2009; MORELAND, 1998). Em ultima anélise, tal processo degenerativo
pode levar a disfuncdo veno-oclusiva dos corpos cavernosos, também conhecida como
fuga venosa (NEHRA et al., 1996).

Estudos experimentais tém demonstrado sistematicamente que o dano ao
nervo cavernoso leva a diminui¢do das células musculares lisas e fibrose do corpo
cavernoso (IACONO et al., 2005; MULHALL et al., 2008; WEYNE et al., 2015).
Diferentes mecanismos tém sido associados a esse desfecho, dentre eles: aumento da
expressdo de fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1), que por sua vez leva
ao aumento da expressdo de colageno I e III e alteragdes na relagdo musculo
liso/colageno; aumento na concentragdo do fator induzido por hipdxia 1-a (HIF-1a) e
ativacdo de apoptose no musculo liso do tecido cavernoso (WEYNE et al., 2015). Um
estudo em ratos demonstrou que a apoptose das células musculares lisas se inicia ja no
primeiro dia apds neurectomia cavernosa tanto bilateral como unilateral
(LEUNGWATTANAKIJ et al., 2003). Tal apoptose do musculo liso parece estar
concentrada abaixo da tinica albuginea, o que pode gerar fuga venosa quando o contetido

de musculo liso no pénis atinge niveis inferiores a 40% (NEHRA et al., 1996).
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1.3 Conceito de reabilitacio peniana

Historicamente, os pacientes que apresentavam DE pds-PR eram apenas
observados e encorajados a esperar pelo retorno da FE, sem a necessidade de intervenc¢ao
ativa. Os resultados de tal abordagem eram frustrantes para os pacientes e também para
os profissionais que os assistiam (AOUN et al., 2015).

O termo reabilitagdo peniana foi sugerido pela primeira vez por Montorsi et
al. (1997) e envolve um conjunto de intervengdes que visam maximizar as chances de
retorno a FE pré-operatoria e encurtar o intervalo de tempo para que isso ocorra
(MONTORSI et al., 1997). Como ja mencionado, acredita-se que a perda das erecdes
diarias e noturnas durante o periodo de neuropraxia possa levar a hipdxia e apoptose
corporal peniana com subsequente atrofia do pénis (HAKKY et al., 2014). Assim, foi
proposto que uma intervencdo precoce que restabeleca eregdes regulares com auxilio
farmacologico e promova uma oxigena¢ao adequada do pénis seja capaz de intervir nesse
ciclo vicioso e prevenir muitos dos efeitos deletérios ao tecido erétil (HAKKY et al.,

2014).

1.4 Inibidores de fosfodiesterases

Fosfodiesterases sdo enzimas que metabolizam as moléculas dos segundos
mensageiros adenosina de monofosfato ciclico (AMPc) e guanosina de monofosfato
ciclico (GMPc). Sao geradas a partir de 21 genes em mamiferos e divididas em 11
familias baseadas nas suas sequéncias proteicas, cataliticas e sensibilidade aos inibidores,
tal como sua afinidade ao AMPc ou GMPc (figura 2). Atualmente, existem inibidores
para cada familia; no entanto, muitos dos inibidores atuam em mais de uma isoenzima,
podendo apresentar diferente sensibilidade para cada uma delas (ANDERSSON et al.,
2011). Das 11 isoenzimas, seis apresentam importancia farmacologica (PDE 1, 2, 3,4, 5
e 11) (UCKERT et al., 2006). Fosfodiesterases tipos 1, 2, 3, 10 e 11 hidrolisam ambos
AMPc e GMPc. Fosfodiesterases tipos 4, 7, e 8 hidrolisam AMPc. Fosfodiesterases tipos
5, 6 ¢ 9 sdo especificas para GMPc. A tadalafila ¢ um inibidor seletivo da PDES, com
muito pouca atividade sobre as outras fosfodiesterases (UCKERT et al., 2006).

O AMPc e 0 GMPc sdo os segundos mensageiros envolvidos no relaxamento
do musculo liso. Eles ativam proteina-quinases, que, por sua vez, fosforilam certas

proteinas e canais i0nicos, resultando em (1) abertura de canais de potassio e
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hiperpolarizacao, (2) sequestro do calcio intracelular para o reticulo endoplasmatico e (3)
inibi¢cdo dos canais de calcio voltagem-dependentes, bloqueando o influxo de célcio. A
consequéncia ¢ a queda do célcio livre citosdlico e relaxamento do musculo liso
(ANDERSSON et al., 2015).

O oxido nitrico (NO), principal neurotransmissor responsavel pelo
relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso, ¢ gerado pelas enzimas de sintase
endotelial e neuronal, através da conversao de L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO.
A liberacdo de NO estimula a guanilato ciclase a produzir GMPc, o qual regula a
fosforilagdo de proteinas, notadamente a proteina quinase G (PKG), e a condutividade
dos canais i0nicos. A sinalizagdo ¢ modulada em parte pela inativagdo do GMPc pelas

fosfodiesterases (ANDERSSON et al., 2015).

Figura 2 - Esquema ilustrando as 11 isoenzimas de fosfodiesterase e suas diferentes
afinidades pelos nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc. Fortaleza, 2023.
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Fonte: Uckert et al. (2006).

Nota: O NO interage com a guanilato ciclase soluvel (sGC) no citoplasma celular e aumenta a taxa de
conversdao de GTP em GMPc. R+ e R- significam receptores que estdo ou ndo acoplados & AC. PDE,
fosfodiesterase; AC, adenilato ciclase; NO, 6xido nitrico; PKG1, proteina quinase G1; sGC, guanilato
ciclase soluvel; PKA, proteina quinase A.
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1.5 Inibidores da fosfodiesterase tipo 5

Os inibidores da fosfodiesterase 5 (IPDES) revolucionaram o tratamento da
DE e muitos estudos demonstraram beneficio da sua utilizagdo em pacientes apds PR
(KIM; LEE, 2015). Tal classe de farmacos tem sido a base da reabilitacdo peniana desde
o seu lancamento, haja vista a comodidade de seu uso e o bom perfil de efeitos colaterais.
Dentre os representantes dos IPDES, podemos citar: sildenafila, vardenafila, tadalafila,
entre outros. Diversos programas de reabilitagdo peniana ja foram estabelecidos
utilizando diferentes IPDES (TELOKEN et al., 2009). O NO ¢ um dos responsaveis pela
ere¢do, pois promove o relaxamento do musculo liso nas paredes dos vasos sanguineos e
no tecido erétil dentro dos corpos cavernosos (figura 3). Os IPDES5 aumentam a
concentragdo de NO nos corpos cavernosos, uma vez que inibem a enzima fosfodiesterase
especifica do tipo 5, a qual degrada GMPc (TELOKEN et al., 2009).

Diversos estudos demonstraram que os IPDES foram capazes de melhorar a
recuperacdo da FE apos lesdo do nervo cavernoso em modelos animais e em humanos.
Estudos em ratos demonstraram que a terapia cronica com IPDES de longa e curta ag@o
previnem a disfun¢do veno-oclusiva corporal e as alteracdes histoldgicas subjacentes
induzidas pela neuropraxia (FERRINI et al., 2006; 2007). Além disso, foi demonstrado
que o uso precoce de IPDES diminuiu o nimero de células apoptoticas no pénis apds a
denervagdo (KLEIN et al., 1997). Em uma grande série de pacientes tratados por
cirurgides experientes, as taxas de recuperacdo de FE trés anos apds PR mostraram-se
significativamente maiores em pacientes que utilizaram IPDES (73% vs. 37%; p<0.001)
(BRIGANTI et al., 2010).

Como a maioria dos pacientes ndo sdo capazes de obter uma erecdo
satisfatoria em resposta aos [IPDES5 durante a neuropraxia, uma vez que a liberacao de NO
depende de um minimo de integridade nervosa, atribui-se parte dos efeitos positivos do
sildenafila sobre o tecido erétil como decorrente da preservacao endotelial promovida por
essa medicagdo. Em um modelo experimental de lesdo do nervo cavernoso por
esmagamento em ratos, administragdo diaria de sildenafila resultou em maior preservagao
da expressdo de marcadores imuno-histoquimicos endoteliais, CD31 e 6xido nitrico
sintase (NOS) endotelial, quando comparada ao controle. Nesse estudo, tanto a expressao
como a ativacao do oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) aumentam com o tratamento
com sildenafila em comparagdo ao grupo controle (MULHALL et al., 2008). Foi ainda

demonstrado que a sildenafila ¢ capaz de ativar genes envolvidos com a preservagao do
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musculo liso e com a reducdo do estresse oxidativo, o que contribui para justificar a
utilizagdo dos IPDES como forma de minimizar a fibrose do corpo cavernoso apos PR

(LAGODA et al., 2007; SIRAD et al., 2011).

Figura 3 - Relaxamento do musculo liso do pénis e corte transversal dos corpos
cavernosos. Fortaleza, 2023.
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Nota: a) Relaxamento do musculo liso do pénis. Mediante estimulo sexual, erecdo normal ocorre apos o
oxido nitrico (NO), liberado pelas fibras nervosas ndo-adrenérgicas nao-colinérgicas (NANC), ativar a
guanilato ciclase, que, por sua vez, aumenta a concentragdo de GMP ciclico (GMPc), e apds fibras nervosas
colinérgicas parassimpaticas liberarem acetilcolina, que ativa a adenilato ciclase, aumentando os niveis de
AMP ciclico (AMPc). b) A medida que o musculo liso relaxa, sangue é capaz de preencher os espagos
lacunares do corpo cavernoso, comprimindo as veias subtunicais e bloqueando o retorno venoso. Esse
processo ¢ revertido quando o ¢cGMP ¢ hidrolisado pela fosfodiesterase do tipo 5 (PDES). RE, reticulo
endoplasmatico; NOS, NO sintase; Insps, inositol trifosfato; PtdIns(4,5)P2, fosfatotidilinositol 4,5 bifosfato.

1.6 Controvérsias nos beneficios da reabilitacio peniana

Existem controvérsias quanto aos efeitos reais da reabilitagdo peniana na
recuperagdo da FE poés-PR na pratica clinica. Primeiramente o proprio mecanismo
patolégico € questionado, uma vez que ha autores que ndo acreditam haver hipoxia
tecidual significativa no pénis em seu estado flacido como consequéncia da neuropraxia
(MORELAND, 1998).

Alguns estudos clinicos demonstraram resultados conflitantes. Briganti et al.
(2012) nao encontraram diferencas nos desfechos de recuperacdo da FE quando

compararam pacientes que utilizaram IPDES diariamente ou esporadicamente
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(BRIGANTI et al., 2012). H4, no entanto, varias limitagdes metodoldgicas nesses estudos
clinicos. Primeiramente eles foram realizados com um niimero relativamente pequeno de
pacientes, os quais foram acompanhados por um periodo inferior a 24 meses. Além disso,
a evidéncia biologica de alteragdes estruturais dos corpos cavernosos através da aquisi¢cao
de amostras de tecido humano ¢ impraticavel, por questdes éticas oObvias. Por fim, a
propria avaliagdo da FE, feita através de questionarios validados, ¢ subjetiva, e suas
conclusdes nem sempre representam os achados clinicos.

Dos trés grandes estudos patrocinados pela industria farmacéutica
(MONTORSI et al., 2008; 2014; PADMAN-NATHAN et al., 2008), apenas o que
utilizou sildenafila apresentou resultado positivo. Nesse estudo, quatro semanas ap6s PR
com preservagdo nervosa bilateral, Padma-Nathan et al. (2008) randomizaram homens
com fungdo erétil pré-operatdria normal em trés grupos (placebo, sildenafila 50mg e
100mg). Os autores demonstraram que a administracdo diaria de sildenafila por 36
semanas apoOs a cirurgia aumentou de maneira significativa o retorno de erecdes
espontaneas normais (PADMAN-NATHAN et al.,, 2008). No entanto, esse estudo
apresenta restrigdes, como a inclusdo de um pequeno numero de pacientes e a falta de
comparagdo com a utilizacdo de IPDES5 sob demanda. Um outro estudo que avaliou a
vardenafila falhou em demonstrar beneficio do uso diario quando comparado ao uso sob
demanda (MONTORSI et al., 2008).

Apesar de o estudo da tadalafila (MONTORSI et al., 2014) ndo ter
alcangado seu objetivo primario, ja que ndo houve melhora da func¢do erétil espontanea
apoOs o término da terapia, o uso didrio da droga protegeu de maneira significativa o
comprimento peniano comparado ao placebo. Este achado sugere que o tratamento com
dose diaria de tadalafila pode contribuir para a manuten¢do da integridade do tecido
cavernoso, considerado um fator de grande importancia para a recuperagdo da fungao
erétil a longo prazo (MONTORSI et al., 2014).

Embora existam muitos estudos experimentais apontando para a eficacia dos
IPDES na reabilitagdo peniana, ndo ha ainda evidéncia clinica contundente e irrefutavel
dos beneficios desse programa em humanos. Nao ha também comprovagdo definitiva
indicando a melhor estratégia de tratamento para um programa de reabilitacdo peniana
usando IPDES (HATZIMOURATIDIS et al., 2009). Estima-se que apenas 15% de todos
os pacientes respondem aos IPDES5 nos primeiros meses apds PR (FERRINI et al., 2007).

Uma outra modalidade de tratamento de DE, as injecdes intracavernosas (I1C)

de medicacdes erectogénicas, tem sido pouco investigada no contexto da reabilitacdo
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peniana, com poucos estudos observacionais e pequenos ensaios clinicos disponiveis na
literatura, realizados principalmente no periodo anterior ao langamento dos IPDES. Em
um estudo antigo e com um pequeno numero de pacientes, Montorsi et al. (1997)
randomizaram 30 individuos para receber IIC ou nenhum tratamento, e aqueles no brago
de tratamento tiveram melhor recuperagdo das erecdes espontaneas seis meses apos a PR.
Um estudo recente, randomizado e bem desenhado, tentou comparar trés diferentes
estratégias para pacientes com DE pos-PR: sildenafila sob demanda, sildenafila diaria
associada a sildenafila sob demanda e sildenafila diaria associada a IIC (MIRANDA et
al., 2021). Foi realizado com o objetivo de fornecer evidéncias decisivas sobre a utilidade
da reabilitagdo peniana; no entanto, o estudo teve que ser encerrado prematuramente
devido a grande dificuldade de recrutamento e altas taxas de abandono do protocolo. Um
dos motivos para essas dificuldades ¢ a aversdo ao tratamento injetavel por uma parcela
dos pacientes. Esses resultados indicam o quao desafiador ¢ conduzir verdadeiros estudos
de reabilitacdo, e que provavelmente teremos que aceitar os estudos observacionais e
experimentais disponiveis como base cientifica para continuarmos avangando no ambito

da reabilitagdo peniana (MIRANDA et al., 2021).

1.7 IPDE4 e sua utilizacdo em reabilitacio peniana

Como mencionado anteriormente, varias modalidades de tratamento para DE
p6s-PR, incluindo diferentes agentes farmacoldgicos e nao-farmacoldgicos, foram
estudadas, mas nenhum algoritmo de tratamento padrdo ou diretriz para reabilitagdo
peniana eficaz foi desenvolvido. A intervencdo mais amplamente avaliada ¢ o uso de
inibidores da fosfodiesterase tipo 5, considerados a terapia de primeira linha para o
tratamento da DE (MONTORSI et al., 2014; SALMASI et al., 2016).

Como a eficdcia dos IPDES depende da integridade da via NO-GMPc, ¢
evidente que os pacientes nos quais esta via esta prejudicada ou defeituosa se beneficiardo
muito menos dessas medicagdes do que a populagdo em geral. Condigdes que diminuem
a disponibilidade de NO incluem denervacado do tecido erétil apos prostatectomia radical;
diabetes grave com neuropatia e disfuncdo endotelial; sindrome metabolica; e
downregulation da expressdo de NOS, como pode ser visto na aterosclerose,
envelhecimento e hipogonadismo (ALBERSEN et al., 2010).

Pacientes com DE apo6s PR representam um dos grupos com pior resposta aos

IPDES. Inje¢des intracavernosas de prostaglandina E ou outros agentes vasoativos sao
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uma opc¢ao terap€utica alternativa, mas a dificil aceitacao das injecdes causa baixa adesao.
Por sua vez, o implante de prétese peniana representa o ultimo recurso. A busca por
ferramentas terapéuticas que aumentem a eficacia do tratamento oral da DE apds lesao
do NC representa um grande desafio (MARTINEZ-SALAMANCA et al., 2016).

Os modelos animais que simulam fisiologicamente a lesdo do NC tém um
papel importante no avango desse campo e na melhoria da qualidade de vida desses
pacientes. O modelo de lesdo do NC do rato tornou-se o método de pesquisa padrao
devido aos custos relativamente mais baixos (CHUNG et al., 2011; HANEY et al., 2018;
MULHALL et al., 2008). Estudos anteriores usando este modelo relataram que os
principais mecanismos de atuacdo terapéutica dos IPDES incluem a preservacdo do
musculo liso peniano e integridade endotelial e a prevencdo de dano tecidual associado a
oxidagdo (FERRINI et al., 2006; HATZIMOURATIDIS et al., 2009; LAGODA et al.,
2007). Existem dados in vitro e in vivo em animais que sustentam o conceito de que a
hipoxia peniana secundaria a lesdo do NC resulta em acimulo de colageno, apoptose do
musculo liso e fibrose devido a producdo de TGF-B1. Associadamente, a produgdo de
prostaglandina E1 (PGE1) e AMPc, as quais suprimem a sintese de colageno induzida
por TGF-B1, ¢ inibida em condi¢cdes de hipdxia (Leungwattanakij et al., 2003;
MULLERAD et al., 2006; USER et al., 2003).

Existem muitas intervengdes farmacologicas que parecem ter sucesso em
melhorar a recuperagdo da funcdo erétil em ratos; no entanto, ainda faltam estudos que
avaliem simultaneamente a regeneracao nervosa (SALMASI et al., 2016). Recentemente,
mais atencao tem sido dada ao efeito direto dos IPDES em nervos lesados. Hlaing et al.
(2013) relataram que a administragdo de sildenafila oral apds a ressec¢do do NC em ratos
aumenta os fatores neurotroficos e tem um efeito neurorregenerativo nos principais
ganglios pélvicos. Além disso, a sildenafila demonstrou proteger o sistema nervoso
central de acidente vascular cerebral em modelos animais, aumentando o fluxo sanguineo
e minimizando a hipoxia (CHEN et al., 2014; ZHANG et al., 2002). Embora o0 mecanismo
preciso responsavel pelo efeito neuroprotetor dos IPDES permaneca incerto, estudos
anteriores mostraram que provavelmente ocorre devido a acdo adicional em outras
fosfodiesterases, como a fosfodiesterase tipo 4 (PDE4) (SALMASI et al., 2016). No
sistema nervoso, o AMPc serve como um potente sinal tréfico para neurdnios,
controlando sua sobrevivéncia e diferenciagcdo, bem como sua capacidade de direcionar e
alongar axonios (RODGER et al., 2005). A PDE4 ¢ a fosfodiesterase especifica do AMP

ciclico mais predominantemente expressa no tecido neural, bem como nas células imunes
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(IONA et al., 2008). Verificou-se que os inibidores da fosfodiesterase tipo 4 (IPDE4),
como o rolipram, tém um efeito neuroprotetor apos lesdo da medula espinhal em
camundongos, promovendo prote¢do significativa do tecido, reparo anatdmico e
recuperagdo funcional (PEARSE et al., 2004). Esses resultados sugerem fortemente que
o bloqueio de PDE4 pode ser eficaz na prevencao da morte de células neuronais (COSTA
etal., 2013; SCHAAL et al., 2012).

A importancia da potencializacdo da via do AMPc através dos IPDE4 foi
estudada anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisadores do presente estudo em um
outro tipo de célula muscular lisa. Em um modelo experimental de hiperatividade
detrusora em camundongos, Linhares et al demonstraram que o rolipram teve um efeito
relaxante em tiras de detrusor (in vitro) maior que a tadalafila, sugerindo que a inibi¢ao

de PDE4 pode ter um papel no tratamento da bexiga hiperativa (LINHARES et al., 2018).

1.8 Modelos experimentais em DE pos-PR

Jé foi demonstrado que modelos experimentais representam de maneira eficaz
a DE neurogénica resultante da PR. Eles oferecem uma excelente oportunidade para
avangar no entendimento da fisiopatologia e possivel eficicia de diferentes tratamentos
(CELLEK et al., 2012). Quinlan et al. (1989) foram os primeiros a identificar os nervos
cavernosos em ratos, cuja estimulagdo elétrica era capaz de promover erecao. Tornou-se
possivel entdo avaliar o efeito da lesdo desses nervos no corpo cavernoso, simulando
condi¢des semelhantes aquelas que ocorrem apds a PR. Pelo baixo custo, facil manuseio
e semelhancga estrutural com o corpo cavernoso humano, este modelo tornou-se um dos
mais utilizados para estudo de DE pds-PR. Haney et al. (2017), em seu artigo de revisao,
elenca diferentes terapias para DE pos-PR ja investigadas através desse modelo: drogas
imunomoduladoras, fatores de crescimento, inibidores da via da rho-kinase, IPDES,
drogas anti-inflamatorias e anti-fibroticas.

Dissecc¢des anatomicas demonstraram a existéncia de um ganglio em cada
lado da prostata, chamado ganglio pélvico maior (GPM). Esses ganglios recebem ramos
dos nervos pélvicos e hipogéstricos e inervam as visceras pélvicas. Um ramo mais largo,
que emerge do GPM e cursa ao longo da uretra para inervar 0s corpos cavernosos,

constitui o nervo cavernoso (PAN et al., 2018), como demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Posicao anatomica do ganglio pélvico maior e do nervo cavernoso no rato.
Fortaleza, 2023.
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Fonte: Pan et al. (2018).

Nota: a) Posi¢do anatdmica do GPM e do NC. Conforme mostrado na figura, o GPM esta localizado na
borda lateral da prostata. O NC em um rato ¢ um nervo distinto que se estende do GPM. b) Desenho
esquematico das relagdes anatomicas do nervo cavernoso em ratos. GPM, Ganglio pélvico maior; NC,
Nervo cavernoso.

Dentre os diferentes métodos de lesdo do nervo cavernoso (LNC), a lesdo por
esmagamento mostrou-se a mais representativa da neuropraxia que ocorre apds PR com
preservacdo de nervos, uma vez que simula a manipulagdo cirurgica durante o
intraoperatorio e proporciona regeneragdo nervosa, o que nao ocorre nas lesdes por
excisdo (CELLEK et al., 2012; WEYNE et al., 2020). Recomenda-se também proceder a
lesdo bilateral e ndo unilateral do NC, ja que pode ocorrer ramificacdo compensatdria do
nervo intacto contralateral, o que poderia confundir a interpretagdo dos resultados
(WEYNE et al., 2020).

Este modelo de estudo funcional e estrutural do tecido erétil no rato mostrou
varias vantagens em relagdo aos outros ja existentes: o nervo cavernoso ¢ facilmente
identificado, estimulacdo elétrica ¢ facilmente realizada e reprodutivel, e os custos com
compra e manutengdo sdo baixos. A existéncia de limitacdes de estudo da fungao sexual
em seres humanos, tais como a inacessibilidade a espécimes teciduais e a impossibilidade
de submeter humanos a rigorosos protocolos experimentais, indica que modelos animais
continuardo sendo utilizados em pesquisas futuras no campo da fisiologia da erecdo

(BURNETT, 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha um crescente interesse no desenvolvimento de estratégias para melhorar a
qualidade de vida de pacientes com CaP submetidos a PR. Uma vez que se acredita que
o dano intraoperatdrio ao NC seja um dos principais responsaveis pela DE pos-PR, o uso
de IPDE4 em conjunto com os IPDES5 tradicionais deve ser explorado nesses pacientes.
A combinagdo de diferentes tipos de inibidores de fosfodiesterase pode beneficiar
pacientes com DE neurogénica apds PR, ja que evidéncias emergentes de uma série de
estudos in vivo sugerem fortemente um papel neuroprotetor dos IPDE4 via AMPc
(COSTA etal., 2013; LAU et al., 2013; SCHAAL et al., 2012).

Neste estudo, pretendemos investigar o possivel efeito neuroprotetor dos
IPDE e sua relagdao com a recuperacao da fungdo erétil apos lesdo bilateral do NC, em um
esforco para entender melhor o papel dos IPDE4 no contexto da DE po6s-PR. Este estudo
tem o potencial de abrir caminho para a utilizacdo clinica dos IPDE4 e fornecer
importantes dados para uma melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos
envolvidos neste tipo de DE e para uma possivel aplicacdo futura dos IPDE4 nesse
contexto. Pretende-se avaliar o efeito de um inibidor da fosfodiesterase tipo 4 (rolipram)
e sua associacdo com um inibidor da fosfodiesterase tipo 5 (tadalafila) na recuperacio da

funcdo erétil apos lesdo bilateral do NC no modelo animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito do rolipram (IPDE4) isolado ou associado a tadalafila

(IPDES) na recuperacao da fungdo erétil apds lesdo bilateral do NC no modelo animal.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o impacto funcional e estrutural no corpo cavernoso causado pela
lesdo bilateral do nervo cavernoso (LBNC) no modelo experimental;

- Investigar e comparar os efeitos neuroprotetor e de regeneracao nervosa dos
IPDE4 e IPDES no modelo animal de LBNC, através do marcador imuno-histoquimico
S100;

- Avaliar os efeitos do IPDE4 ¢ do IPDE5 na remodelagdo tecidual e
proliferacdo celular no NC apds a injuria nervosa, através do marcador imuno-
histoquimico Ki-67;

- Investigar se ha acdo sinérgica entre os [IPDE4 e IPDES na recuperagdo da

funcao erétil ap6s LBNC no modelo animal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo animal

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceard e arquivado sob o numero de protocolo CEUA
5884141218 (Anexo A). Trinta ratos Wistar machos com 12 semanas de idade e peso
inicial de aproximadamente 300g foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n =6
por grupo). Os grupos incluiram: (i) sham (sem cirurgia); (ii) lesdo bilateral do nervo
cavernoso (LBNC), sem tratamento apds a injuria nervosa; (iii) LBNC + tadalafila; (iv)
LBNC + rolipram; (v) LBNC + tadalafila + rolipram. Os animais foram obtidos do
biotério central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos sob ciclo claro-
escuro de 12 horas, com livre acesso a dgua e ragao.

Animais do grupo sham foram submetidos a laparotomia e acesso ciriirgico a
prostata, sem lesdo dos nervos cavernosos. O grupo LBNC + tadalafila (iii) recebeu
tadalafila por via oral na dose didria de S5Smg/kg diluida em dimetil sulféxido (DMSO),
mesma dose utilizada por Martinez-Salamanca et al. (2016). O grupo LBNC + rolipram
(iv) recebeu rolipram por via oral na dose diaria de 1mg/kg diluido em DMSO, conforme
estudo anterior de Schaal et al. (2012). O grupo LBNC + tadalafila + rolipram (v) recebeu
ambas as drogas por via oral na mesma dose e diluicdo dos grupos anteriores. O grupo
LBNC (sem tratamento apds a lesdo nervosa) e o grupo sham receberam apenas o veiculo
(DMSO) na mesma concentracdo. Drogas e produtos quimicos foram adquiridos da

Cayman Chemical (Ann Harbor, MI, USA).

4.2 Desenho experimental

Todos os animais foram submetidos a dois procedimentos cirurgicos: uma
primeira cirurgia em que os nervos cavernosos bilaterais foram lesados (descrito abaixo),
e uma segunda cirurgia em que a avaliagdo da resposta erétil foi obtida pela medi¢ao da
pressdo intracavernosa (PIC) e da pressdo arterial média (PAM). O tratamento com
tadalafila (grupo iii), rolipram (grupo iv), tadalafila + rolipram (grupo v) ou apenas
veiculo (grupos i e ii) foi iniciado no dia da primeira cirurgia, apds a recuperagao
anestésica. Os animais foram tratados por 14 dias consecutivos, até a véspera da segunda

cirurgia.
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4.2.1. Lesdo do nervo cavernoso

A indugdo anestésica foi realizada em camara fechada com isoflurano 5%, em
seguida a manutengdo anestésica ocorreu por inalagdo de isoflurano em fluxo continuo
(2% a um fluxo de 2 L/h). Quando a profundidade adequada da anestesia foi atingida, os
animais foram posicionados em posi¢do supina em uma cama cirurgica aquecida a 37°C.
Através de uma incisdo na linha média inferior de aproximadamente 2cm, o GPM na
regido dorsal da prostata e o NC, emanando do ganglio, foram identificados usando uma
lupa de magnificacdo (figura 5). Os nervos cavernosos direito e esquerdo foram
lesionados Smm distalmente ao GPM: uma pinga hemostatica Dumont numero 7 foi
aplicada ao NC por 30 segundos, removida por 30 segundos e reaplicada por mais 30
segundos. Apos o procedimento acima descrito, todos os animais receberam uma unica
dose intraperitoneal de anti-inflamatério (meloxicam 0,8mg/kg) e antibidtico
(pentabiodtico 9.600 Ul/kg), para reducdo de risco de infeccdo e sofrimento pos-
operatorios. Em seguida, a incisdo abdominal foi fechada com fio cirargico camada por

camada. Todas as lesdes do NC foram realizadas pelo mesmo investigador.

Figura 5 - Dissec¢do do nervo cavernoso para posterior esmagamento (primeira cirurgia).
Fortaleza, 2023.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.2. Estimulacdo do NC e avaliacio da resposta erétil

Quatorze dias apds a lesdo do nervo, os animais foram anestesiados com
isoflurano para a segunda cirurgia, conforme descrito anteriormente. A artéria cardtida
direita foi cateterizada com um tubo de polipropileno (PE50), contendo solugao salina
heparinizada (50UI/mL), conectado a um transdutor de pressdo, um amplificador e
sistema de aquisicdo de dados (PowerLab 8/30, ADInstruments, Inc, Colorado Springs,
CO, EUA). Isso permitiu o registro da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
em um computador com o software de registro LabChart 8 (ADInstruments). Em sua
jung¢do com o arco pubico, o musculo isquiocavernoso foi seccionado, e a tinica albuginea
visualizada. A medida da pressdo intracavernosa (PIC) foi obtida pela insercdo de uma
agulha de pequeno didmetro (calibre 26G) na crura esquerda do pénis (figura 6A). Essa
agulha foi conectada a um transdutor adicional por meio de um tubo heparinizado de
polipropileno de calibre menor (PE10). A incisdo original da laparotomia foi estendida
até a base do pénis. O NC foi novamente localizado e, apds manipulacdo cuidadosa, um
eletrodo bipolar de platina com ganchos paralelos (2 mm de distancia) foi colocado ao
redor do nervo, distalmente ao ginglio, mas proximal a area de lesdo do nervo (figura
6B). O eletrodo foi conectado a um estimulador elétrico (Grass S48, Quincy,
Massachussets, EUA), demonstrado na figura 7. Em conformidade com estudos
anteriores e recomendagdes de grupos de pesquisa com vasta experiéncia com o modelo
experimental MULHALL et al., 2008; HANEY etal.,2017; WEYNE et al., 2020), foram
utilizados os seguintes pardmetros de estimulagdo: intensidade de corrente de 1,5mA,
largura de pulso de 5 milissegundos, atraso (delay) de 35 milissegundos, tensdo elétrica
de 8 volts e trés frequéncias diferentes (4, 8 e 16 Hz). A duracdo da estimulagao foi de 1
minuto, com um periodo de descanso de 3 a 5 minutos entre os estimulos. Para cada uma
das trés diferentes frequéncias, a PIC méxima gerada com a correspondente PAM (relagdo
PIC/PAM) foi registrada e apresentada em porcentagem para normalizar as variagdes da
pressdo arterial sistémica. Para avaliar a FE, também foi calculada a area normalizada
total sob a curva (AUC) da PIC.

A AUC da PIC (AUCpic), outro parametro bastante utilizado na literatura,
tem como objetivo avaliar o tempo de resposta ao estimulo elétrico e ndo somente as
alteracdes de pressdo. O célculo da area ¢ feito a partir do inicio da estimulagdo elétrica
até¢ o retorno da resposta aos valores basais de pressdo intracavernosa. Uma vez que

considera o fator tempo, a AUCpic faz referéncia a capacidade de manutenc¢do da eregdo,
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uma outra importante condi¢do para uma performance sexual satisfatoria, além do grau

de rigidez peniana propriamente dita.

Figura 6 - Pun¢do da crura peniana e posicionamento dos eletrodos para
eletroestimulagdo. Fortaleza, 2023.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A) Pun¢ao da crura peniana esquerda para aferi¢ao da PIC. B) Ganchos do eletrodo posicionados no
nervo cavernoso para eletroestimulagao.

Figura 7 - Estimulador elétrico (Grass S48) utilizado durante os experimentos, com 0s
parametros de estimulagdo ajustados. Fortaleza, 2023.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Histologia e imuno-histoquimica

Apds a medi¢do da PIC, os animais foram eutanasiados por inje¢ao
intracardiaca letal de cloreto de potassio saturado (KCl), seguida de exsanguinacdo. Para
todos os animais, o pénis, apos separado de suas fixagdes aos ramos isquiopubicos, foi
seccionado. Em uma mesa lateral, o pénis foi dissecado, e todo o tecido extratunical foi
removido. O nervo cavernoso e estruturas adjacentes (GPM) também foram removidos e
utilizados para andlise histologica. Os tecidos penianos e nervos cavernosos foram
fixados com formaldeido a 4% em solu¢do salina tamponada com fosfato, embebidos em
parafina e cortados em se¢des de Sum.

Laminas de tecido do eixo médio do pénis, mostrando a se¢do transversal dos
corpos cavernosos, foram desparafinizadas, reidratadas e coradas com hematoxilina-
eosina. Os corpos cavernosos do pénis dos ratos foram corados imuno-histoquimicamente
para o fator neuronal (S100). Em uma segunda analise, para o mesmo corte transversal
do pénis, foi selecionado o maior nervo dorsal e igualmente corado com S100.

Cortes dos nervos cavernosos e tecidos adjacentes foram corados com
hematoxilina-eosina e imuno-histoquimicamente marcados com Ki-67.

As laminas utilizadas no estudo foram digitalizadas em 40x usando a
plataforma MoticEasyScan. Para andlise das imagens, o software de codigo aberto
QuPath-0.4.2 foi utilizado. No QuPath, o tipo de imagem de campo claro (H-DAB) foi
selecionado com ampliagao x40 e pixels de 0,25um. Ferramenta de anotagdo de regido de
interesse foi utilizada para delimitar as regides que foram pontuadas; tais regides foram
anotadas digitalmente por um patologista experiente. Dentro das regides de interesse, as
células positivas foram detectadas. Os resultados das avaliagdes foram tabulados para
analise estatistica.

A proteina S100 ¢ utilizada como marcador imuno-histoquimico de tecido
neural, mais especificamente de células gliais (XU et al., 2017). No presente estudo, foi
utilizado o anticorpo policlonal de coelho, anti-S100, de acordo com as recomendagdes
do fabricante (Dako Agilent, Santa Clara, CA, EUA).

O Ki-67 ¢ uma proteina nuclear, codificada pelo gene MKI67 (antigeno
identificado pelo anticorpo monoclonal Ki-67), e estd estritamente relacionado com a
proliferacdo celular. Durante a interfase, o antigeno Ki-67 pode ser detectado
exclusivamente no nticleo celular, enquanto que durante a divisdo celular (mitose) a maior

parte desta proteina ¢ realocada na superficie cromossdmica. Esta presente durante todas
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as fases ativas do ciclo celular, mas ausente em células em repouso. Como o antigeno Ki-
67 esta presente apenas em células em proliferacdo (normais e tumorais), trata-se de um
excelente marcador para determinar a fracdo de crescimento de uma determinada
populagao de células (SCHOLZEN; GERDES, 2000). No presente estudo, foi utilizado o
anticorpo primario monoclonal de coelho, anti-Ki-67, de acordo com as recomendagdes
do fabricante (Ventana Medical Systems, Arizona, EUA).

A figura 8 demonstra um resumo do protocolo realizado.

Figura 8 - Resumo do protocolo experimental. Fortaleza, 2023.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad, versao
8.00 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Para a avaliagdo funcional, os dados
foram expressos como média + SEM (erro padrao da média), e grupos multiplos foram
comparados usando andlise de variancia unidirecional seguida pelo teste post hoc de
Tukey. Para a avaliagdo imuno-histoquimica, os dados foram expressos como média +
desvio-padrao (DP), e os grupos foram comparados usando andlise de varidncia
unidirecional seguida pelo teste post hoc de Dunnett. Foi considerado p < 0,05 como

estatisticamente significativo.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacao funcional (hemodinamica erétil)

Para avalia¢do funcional, considerou-se o seguinte nimero de animais por
grupo: sham (n=4); LBNC (n=4); LBNC + tadalafila (n=4); LBNC + rolipram (n=5);
LBNC + tadalafila + rolipram (n=5). Duas semanas ap6s a lesdo do NC, os ratos LBNC
(grupo com lesdo do nervo) exibiram resposta erétil diminuida apos eletroestimulagdao em
comparagdo ao grupo sham (sem lesdao do nervo) (p < 0,05). Isso foi observado ao
considerar a maxima pressao intracavernosa (relagdo PIC/PAM) e ao analisar a area sob
a curva da PIC (AUCpic/PAM) nas diferentes frequéncias avaliadas (graficos 1 e 2).

Nao foram encontradas diferencas significativas na relagdo PIC/PAM
maxima ao comparar os grupos de tratamento (LBNC + tadalafila, LBNC + rolipram,

LBNC + tadalafila + rolipram) com o grupo de lesdo nervosa (LBNC) (grafico 1).

Grifico 1 - PIC obtida por estimulacdo do nervo cavernoso (4, 8 e 16Hz). Fortaleza,
2023.
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Nota: PIC obtida por estimulac¢ao do nervo cavernoso (4-16 Hz) em animais com lesdo do NC tratados com
tadalafila (5mg/Kg/dia), rolipram (1mg/Kg/dia) ou associa¢do de tadalafila e rolipram (5mg/Kg/dia e
Img/Kg/dia, respectivamente), durante 14 dias. Os dados representam a média + SEM, n =4 e 5 animais
diferentes. Os grupos foram comparados usando analise de variancia unidirecional seguida pelo teste post
hoc de Tukey. *P < 0,05: significativamente diferente do grupo LBNC (controle). PIC, pressdo

intracavernosa; PAM, pressao arterial média; n, nimero de experimentos.
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Ao considerar a area sob a curva de pressao intracavernosa (AUCpic/PAM),
os ratos tratados com tadalafila apresentaram melhora significativa da resposta erétil em
relag@o ao grupo controle (LBNC) nas trés frequéncias analisadas (4Hz, 8Hz e 16Hz). Os
animais que receberam rolipram diariamente tenderam a ter uma relacdo AUCpic/PAM
maior em comparacdo ao grupo nervo lesado (LBNC), mas a diferenca ndo alcangou
significancia estatistica (p > 0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos
LBNC + tadalafila + rolipram e controle (grupo com lesdo nervosa). Aparentemente, a
terapia combinada de tadalafila e rolipram nao forneceu um efeito aditivo. Nenhuma outra

comparac¢do entre os grupos alcancou diferenca estatisticamente significativa (grafico 2).

Grifico 2 - Area sob a curva da PIC obtida por estimulagdo do nervo cavernoso (4, 8 e
16Hz). Fortaleza, 2023.
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Nota: Area sob a curva da PIC (AUCric) obtida por estimulagdo do nervo cavernoso (4-16 Hz) em animais
com lesdo do NC tratados com tadalafila (Smg/Kg/dia), rolipram (1mg/Kg/dia) ou associacdo de tadalafila
e rolipram (Smg/Kg/dia e Img/Kg/dia, respectivamente), durante 14 dias. Os dados representam a média +
SEM, n =4 e 5 animais diferentes. Os grupos foram comparados usando analise de variancia unidirecional
seguida pelo teste post hoc de Tukey. *P < 0,05: significativamente diferente do grupo LBNC (controle).

PIC, pressao intracavernosa; PAM, pressao arterial média; n, nimero de experimentos.

As figuras 9, 10 e 11 sdo exemplos dos registros de PIC e PAM obtidos

durante a eletroestimulacao do NC.
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Figura 9 - Experimento do grupo sham (i). Fortaleza, 2023.

~

mmHg

mmHg

80

60

40

-40

PIC

PAM

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Experimento do grupo LBNC + tadalafila (iii). Fortaleza, 2023.
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Figura 11 - Experimento do grupo LBNC + rolipram (iv). Fortaleza, 2023.

v

60

PIC

40

Ww(\ N

mmHg

=20

y PAM
§
w

60

o

o

mmHag

>

8hz
ok
16hz
ok

N
= E4
~ o

<

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Avaliacao estrutural (analise imuno-histoquimica)

Para a avaliacdo imuno-histoquimica, considerou-se o seguinte numero de
animais por grupo: sham (n=5); LBNC (n=5); LBNC + tadalafila (n=5); LBNC + rolipram
(n=5); LBNC + tadalafila + rolipram (n=5).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa em nenhuma das
comparagdes quando considerada a positividade do marcador imuno-histoquimico S100
no corpo cavernoso (grafico 3).

Quando analisado o0 mesmo marcador no nervo dorsal peniano, o grupo sham
apresentou uma area percentual de marcacdo de 84,82 + 5,53%, enquanto o grupo

controle (LBNC) apresentou area percentual de marcacdo de 63,24 + 16,68%, ou seja,
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houve uma diminui¢do significativa da expressdao de S100 nessa topografia (p = 0,04).
Constatou-se também um aumento da area percentual de positividade de marcagdo no
grupo de animais tratados com tadalafila (87,82 + 5,23%) quando comparado com o
grupo controle (63,24 + 16,68%), ou seja, a tadalafila promoveu um aumento de
expressao de S100 no nervo dorsal peniano (p =0,01) (grafico 4). Por outro lado, o mesmo
ndo ocorreu quando comparamos os animais do grupo rolipram ou da associagdo

(tadalafila + rolipram) com o grupo controle nessa mesma topografia (p > 0,05).

Grifico 3 - Area percentual (%) de expressio de S100 no corpo cavernoso do pénis.
Fortaleza, 2023.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grifico 4 - Area percentual (%) de expressio de S100 no nervo dorsal do pénis.
Fortaleza, 2023.
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Nota: Os grupos foram comparados usando andlise de variancia unidirecional seguida pelo teste post hoc
de Dunnett. * p <0,05; significativamente diferente do grupo controle (LBNC).

As figuras 12 e 13 sdo exemplos da marcagdo por S100 no corpo cavernoso

e no nervo dorsal do pénis respectivamente.

Figura 12 - Marcacao de S100 em um exemplo de sec¢do transversal de corpo cavernoso
para cada grupo de animais. Fortaleza, 2023.

Controle Sham Tadalafila

Rolipram Tadalafila + Rolipram

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nota: A positividade do S100 foi destacada através do software QuPath. Nao houve diferenca do percentual
de positividade do marcador imuno-histoquimico dentro do corpo cavernoso entre os diferentes grupos.

Figura 13 - Marcagao de S100 em um exemplo de secc¢do transversal do nervo dorsal do
pénis para cada grupo de animais. Fortaleza, 2023.

Tadalafila

Rolipram

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A positividade do S100 foi destacada através do software QuPath. O grupo tratado com tadalafila
apresentou maior expressdo de S100 no nervo dorsal peniano quando comparado com o grupo controle (p
<0,05).

Para o marcador imuno-histoquimico Ki-67, foi encontrada uma darea
percentual de expressdo significativamente menor no nervo cavernoso do grupo tratado
com rolipram (1,89 + 0,71%), quando comparado com o grupo controle (6,26 + 3,50%;
p = 0,03). As demais comparagdes entre os grupos nio apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (grafico 5). A figura 14 apresenta exemplos de marcacgdo

de Ki-67 no nervo cavernoso.
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Grifico 5 - Area percentual (%) de expressio de Ki-67 no nervo cavernoso. Fortaleza,
2023.

15—

-
o
|

Positivo (%)
T

Nota: Os grupos foram comparados usando andlise de variancia unidirecional seguida pelo teste post hoc
de Dunnett. * p <0,05; significativamente diferente do grupo controle (LBNC).

Figura 14 - Exemplo de marcagdo com Ki-67 em lamina de nervo cavernoso nos
diferentes grupos. Fortaleza, 2023.

Tadalafila

Rolipram Tadalafila + Rolipram

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A positividade do Ki-67 foi destacada através do software QuPath. O grupo tratado com rolipram
apresentou menor expressao de Ki-67 no nervo cavernoso quando comparado com o grupo controle (p <
0,05).
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6 DISCUSSAO

Novas descobertas acerca da fisiopatologia da disfuncdo erétil pos-PR
levaram a investigacdo e desenvolvimento de diferentes estratégias de reabilitacdo
peniana. Essas novas terapias sao promissoras, mas ainda sao controversas devido a falta
de evidéncias fortes (MULHALL et al., 2007). Devido a sua alta incidéncia e aos altos
indices de falha terapéutica, a busca por estratégias alternativas para o tratamento de DE
p6s-PR ¢ definitivamente justificada (MARTINEZ-SALAMANCA et al., 2016).

Ha evidéncias de que a lesdo do NC induz fatores pro-apoptoticos (isto €,
perda de musculo liso) e fatores pro-fibroticos (isto ¢, aumento de colageno) nos corpos
cavernosos (RAMBHATLA et al., 2008). Com base nessa teoria, a fibrose e a atrofia do
musculo liso observadas no tecido cavernoso podem ser devidas a supressdo de certos
fatores-chave de crescimento produzidos pelo NC e a produgdo de citocinas e espécies
reativas de oxigénio pelos axonios nervosos danificados (KOVANECZ et al., 2008;
FERRINI et al., 2006). O tecido cavernoso neutraliza esse processo por meio da indugdo
endogena da isoforma induzivel da sintase do o6xido nitrico (iNOS) e seu segundo
mensageiro, GMPc. Esta teoria serve para justificar a administracdo de IPDES ap6s PR
(HATZIMOURATIDIS et al., 2009). O presente estudo mostrou em sua analise funcional
uma reducdo significativa na resposta erétil apés LBNC quando comparado ao grupo de
animais ndo operados, corroborando o importante impacto negativo deste tipo de lesdo,
j4 bem demonstrado na literatura (MULHALL et al., 2008; SALMASI et al., 2016;
(MARTINEZ-SALAMANCA et al., 2016).

Os IPDES aumentam os niveis de GMPc, que, por sua vez, exercem uma acao
antifibrética no tecido cavernoso. A produg¢do de GMPc ¢ dependente de NO. Como a
producdo de NO pela sintase do 6xido nitrico neuronal (nNOS) ¢ prejudicada apos a
cirurgia, o NO ¢ produzido principalmente a partir da inducao de iNOS e eNOS. O uso a
longo prazo de um IPDES pode amplificar a via de sinalizacdo de NO deprimida,
minimizando a fibrose associada a hipoéxia (HATZIMOURATIDIS et al., 2009). Vérios
estudos experimentais anteriores avaliaram os beneficios de diferentes IPDES na
restauragdo da funcgdo erétil apos lesdo do nervo cavernoso, por meio de parametros
funcionais e histologicos (HATZIMOURATIDIS et al., 2009). Demonstrou-se que a
sildenafila (1) melhora ou normaliza a propor¢ao de musculo liso/colageno, (2) aumenta
a replicacdo do musculo liso, (3) reduz o indice apoptotico e (4) mantém a integridade

endotelial (preservando a expressdo de CD31 e eNOS) (FERRINI et al., 2007;
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KOVANECZ et al., 2008a; LAGODA etal., 2007; MULHALL et al., 2008). Por sua vez,
a tadalafila foi capaz de normalizar a propor¢do de musculo liso/coldgeno, aumentar a
replicagdo do musculo liso e reduzir o indice apoptotico; mas ndo resgatou a subexpressao
de nNOS e eNOS induzida pela neurectomia (KOVANECZ et al., 2008b; LYSIAK et al.,
2008; VIGNOZZI et al., 2006). Finalmente, a vardenafila demonstrou ser capaz de
aumentar a expressdo de iINOS e a replicagdo de células musculares lisas, com
normaliza¢do da relagdo entre musculo liso e colageno, sem afetar o indice de apoptose
(FERRINI et al., 2006). Como esperado, no presente estudo houve melhora da func¢do
erétil com tadalafila, identificada por meio da andlise da area sob a curva da PIC.

Salmasi et al. (2016) sugeriram que a propriedade neuroprotetora da
sildenafila poderia ser atribuida ao efeito em outras fosfodiesterases, como a tipo 4,
devido a expressao seletiva dessa isoforma e a falta de expressdo de fosfodiesterase do
tipo 5 em linhas celulares neuronais. Esses achados foram ainda corroborados pela
descoberta de niveis aumentados de AMPc, que tem uma associa¢do conhecida com a
PDE4 (HOUSLAY et al., 2003), no grupo tratado com sildenafila, quando comparado a
grupos tratados com outros IPDE. Knockdown do gene da fosfodiesterase do tipo 4 e o
tratamento com rolipram, um inibidor seletivo da PDE4, resultaram em padroes
semelhantes de morte celular, sugerindo que o bloqueio da PDE4 pode ser responsavel
pela prevencao mediada pela sildenafila da morte celular neuronal por hipdxia e espécies
reativas de oxigénio (SALMASI et al., 2016).

Uma estratégia dupla envolvendo inibi¢cdo de PDES e PDE4 poderia alcancar
maior eficdcia na recuperacao de FE apos lesdo do NC do que abordagens individuais.
Embora estudos anteriores tenham sugerido que a PDE4 pode representar um importante
alvo terapéutico para homens com DE p6s-PR (SALMASI et al., 2016), nossos resultados
funcionais ndo mostraram beneficio com o tratamento com rolipram ou com a
combinacdo de rolipram e tadalafila. O nimero reduzido de animais no presente estudo
pode ter contribuido para a falta de melhora funcional com o tratamento com IPDE4 ou
sua associacdo com IPDES, pois foi observado uma tendéncia de melhora nesses dois
grupos na analise da area sob a curva da PIC. Talvez estudos semelhantes com um numero
maior de animais possam alcangar uma diferenca estatistica com o rolipram ou com o
tratamento combinado.

Em se tratando da avaliagdo estrutural, a proteina S100 pode ser utilizada
como um marcador indireto de neuro-prote¢do e neurorregeneragdo, pois estd presente

nas células gliais. As células de Schwann, células gliais que envolvem o sistema nervoso
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periférico, sdo cruciais para a fun¢do normal e reparo do nervo (JESSEN et al., 2015).
Assim como em estudos anteriores (SALMASI et al., 2016; XU et al., 2017), foi avaliada
a expressao do marcador imuno-histoquimico de tecido neural em duas topografias: corpo
cavernoso e nervo dorsal do pénis. Embora o nervo dorsal do pénis ndo se origine do
nervo cavernoso, mas sim do nervo pudendo, Xu et al. (2017) sugeriram que, no modelo
experimental, esse nervo, por razdes ainda desconhecidas, parece refletir as alteragdes
neurais que ocorrem dentro do corpo cavernoso, servindo para uma andlise indireta.
Salmasi et al. (2016) demonstraram uma expressdo aumentada de um outro marcador
imuno-histoquimico neural (neurofilamento) no nervo dorsal do pénis de ratos que
receberam tanto sildenafila como rolipram em nano-esferas posicionadas no local da
injuria nervosa. No presente estudo, em que os animais foram tratados por via oral, houve
uma diminui¢do da expressdo de S100 no nervo peniano dorsal do grupo controle em
relacdo ao grupo sham, demonstrando o impacto da injuria do nervo cavernoso nos
tecidos neuronais distais. Foi observado também uma maior expressao de S100 no nervo
dorsal peniano do grupo tratado com tadalafila em relagdo ao grupo controle, ou seja, a
tadalafila pode ter contribuido para algum grau de preservagao nervosa.

No presente estudo, os animais tratados com rolipram apresentaram uma
significativa menor expressdo de Ki-67 em relagdo ao grupo controle. Sabe-se que esse
marcador apresenta uma acuracia maior em tecidos neoplédsicos, onde a grau de
proliferacdo celular ¢ bem mais pronunciado; entretanto, uma menor marcagao de Ki-67
No nervo cavernoso apds uma injuria mecanica talvez possa sugerir que o rolipram foi
capaz de promover uma maior prote¢do aquela populagdo de células e subsequente menor
proliferacdo celular.

A LBNC no rato ¢ o modelo animal mais aceito para estudar DE p6s-PR. No
entanto, sua capacidade translacional e aplicabilidade clinica em humanos ainda ¢
discutivel (HANEY et al., 2017). Uma das limitagdes desse modelo experimental ¢ a
grande variabilidade da metodologia empregada ao longo de décadas de sua utilizagdo, o
que dificulta e até mesmo impossibilita a comparagdo dos resultados dos diferentes
estudos. Para minimizar esse problema, ¢ importante que os protocolos de pesquisa
procurem seguir diretrizes ja publicadas para padronizar as inumeras variaveis do
modelo: tipo e local da injuria nervosa, pardmetros e local de estimulacdo elétrica etc
(HANEY et al., 2017; WEYNE et al., 2020). O presente estudo procurou seguir as
principais recomendacgdes ja testadas e estabelecidas anteriormente, por exemplo: lesdo

nervosa bilateral e ndo unilateral; normalizagdo da PIC e analise da relacdo PIC/PAM, ja
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que a PIC pode ser afetada pela hemodindmica do animal; tipo de injuria utilizada em
todos os experimentos (esmagamento ao invés de transec¢do ou ressec¢ao do nervo);
aposi¢ao dos eletrodos e subsequente estimulo elétrico proximal a lesdo nervosa, ou seja,
entre 0 GPM e a 4rea de esmagamento, uma vez que se pretende estudar a regeneragao
nervosa; idade dos animais de aproximadamente 12 semanas e peso entre 300g e 400g
(WEYNE etal., 2020). Essa padronizagao pode ajudar a diminuir a lacuna existente entre
os estudos pré-clinicos e sua aplicagdo na pratica clinica. Além disso, ¢ essencial ter em
mente que a DE p6s-PR ¢ um processo multifatorial, que ndo pode ser suficientemente
explicado apenas pelo modelo neurogénico.

Além daquelas inerentes ao proprio modelo animal, este estudo apresenta
outra limitagdo relevante: apenas uma dose de tadalafila e de rolipram foram testadas no
estudo in vivo. Estudos adicionais sdo necessarios para investigar diferentes doses dos
IPDE. A dose de tadalafila utilizada (5mg/kg/dia) foi a mesma utilizada por Martinez-
Salamanca et al. (2016). De acordo com o método de area de superficie corporal para
extrapolacdo de doses de animal para humano, essa dose de tadalafila seria equivalente a
aproximadamente 0,8mg/kg em humanos (REAGAN-SHAW et al., 2008), a qual, embora
ndo seja extremamente alta, ¢ maior do que a usada para tratar DE em homens. De fato,
a maioria dos estudos em animais mostrando efeitos regenerativos ou protetores desse
IPDES usou doses semelhantes ou maiores do que as administradas na presente
investigacao (MARTINEZ-SALAMANCA etal.,2016; ZHANG et al., 2006). De acordo
com Schaal et al. (2012), a dose de rolipram utilizada no presente estudo (1mg/kg/dia)
apresenta efeito neuroprotetor independente da via de administragio (oral, subcutanea ou
intravenosa).

Apesar das limitagdes citadas, a presente investigagdo, em concordancia com
estudos anteriores, permitiu confirmar efeito positivo na recuperagdo da funcdo erétil da
tadalafila nesse modelo experimental, demonstrado de forma direta na analise funcional
(AUC da PIC) e de forma indireta na analise estrutural (maior expressao de S100 no nervo
dorsal peniano). Apesar de ndo ter sido capaz de comprovar beneficio do tratamento com
rolipram ou terapia combinada, o presente estudo sugere que pesquisas adicionais sdo
necessarias para investigar o real papel dos IPDE4 nesse cenario.

Um ponto relevante ¢ que na presente investigacdo foi realizada de forma
pioneira uma avaliacdo estrutural do nervo cavernoso. Os demais estudos até entdo
limitaram-se a avaliar os efeitos das diferentes terapias na neuro-protecdo e

neurorregeneragdo do NC de forma indireta, através do nervo dorsal peniano ou através
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da expressdo de marcadores imuno-histoquimicos de tecido neural no corpo cavernoso.
Esse diferente sitio de investiga¢do pode ser um importante alvo de novas pesquisas, com
possibilidade de contribuir para uma melhor compreensdo da fisiopatologia da DE pds-

PR e consequente proposicao de estratégias terapeuticas mais eficazes.
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7 CONCLUSAO

O tratamento da DE ap6s PR tem um impacto positivo consideravel na
qualidade de vida do paciente e do casal. Os IPDE4 ainda n3o foram extensivamente
investigados em medicina sexual. No modelo experimental de lesdo bilateral do nervo
cavernoso em ratos, o rolipram nao foi capaz de promover melhora da resposta erétil e
também ndo demonstrou ter efeito sinérgico quando associado a tadalafila. Estudos
adicionais s30 necessarios para definir a real relevancia dos IPDE4 na recuperacdo da

fungao erétil apds lesdo nervosa.
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