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RESUMO

TEIXEIRA RIBEIRO, Carina. Avaliagédo dos efeitos imediatos e tardios em testiculos e pénis
de ratos adultos submetidos ao estresse cronico por imobilizacdo antes e ap6s a puberdade.
2018. 125 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do estresse crénico nos testiculos e
pénis de ratos pré-puberes e adultos, e avaliar se possiveis alteracbes podem ser revertidas
quando a inducdo do estresse é cessada. Os animais foram imobilizados em cilindros opacos de
plastico por duas horas didrias durante seis semanas para simular uma situacdo de estresse
cronico. Setenta e seis ratos foram divididos em oito grupos dependendo do tipo de tratamento
(controle ou estressado), da idade em que o estresse foi iniciado (pré-pubere, 4 semanas de
idade) ou (adulto, 10 semanas de idade), e do tempo de avalia¢do (imediato ou tardio). Os
animais estressados de avaliacdo imediata (ECI4, n=10 e ECI10, n=9) foram analisados 24
horas ap6s o Ultimo estimulo estressor, enquanto que 0s animais estressados de avaliacdo tardia
(ECT4, n=10 e ECT10, n=9) foram avaliados 6 semanas apds o Ultimo estimulo estressor.
Outros animais de mesma idade foram usados como grupo controle (Cl4, CT4, C110 e CT10)
mantidos sem agua e alimento pelo mesmo periodo de tempo dos animais dos grupos
estressados. Experimento aprovado sob protocolo CEUA/004/2015. Os animais foram pesados
antes e apds o término do tratamento. Antes da morte do animal, o sangue foi coletado para
andlise da testosterona sérica e 0s espermatozoides coletados da cauda do epididimo para
avaliacdo da concentracdo, motilidade e viabilidade. Os testiculos foram fixados em Bouin por
24 horas e pos-fixados em formaldeido a 3,7%, processados em blocos de parafina e corados
em H&E. Os cortes foram fotografados em diferentes aumentos para analises do didmetro do
tubulo seminifero, altura do epitélio seminifero, densidade volumétrica e volume absoluto das
estruturas do tubulo seminifero e do estroma. O pénis foi fixado em formaldeido a 3,7% e a
porcdo média foi utilizada para analise histomorfométrica. Secgdes transversais dessa regiéo
foram coradas com Tricrdmico de Masson para avaliacdo da area do corpo cavernoso (com e
sem tunica albuginea), area da tunica albuginea e densidades das estruturas cavernosas. Corado
com fucsina resorcina de Weigert com prévia oxidacdo para avaliacdo das fibras do sistema
elastico. As médias dos grupos foram comparadas pelo teste T de Student e considerado
significativo quando p<0,05. Os ratos do grupo ECI4 apresentaram reducgé@o do peso corporal e
do didmetro dos tubulos seminiferos. Os ratos do grupo ECI10 mostraram vérias reducdes
funcionais (nivel de testosterona e parametros de espermatozéides) e morfoldgicas (peso
testicular, diametro dos tubulos seminiferos e estruturas do corpo cavernoso). Os ratos do grupo
ECT4 mostraram aumento do peso corporal e das densidades volumétricas e absolutas do
compartimento intertubular, e diminuicdo da densidade volumétrica do compartimento tubular
e das fibras do sistema elastico no corpo cavernoso. O grupo ECT10 apresentou reducéo da
viabilidade dos espermatozdides e aumento da area da tunica albuginea do corpo cavernoso. O
estresse cronico induziu alteracOes testiculares e penianas antes e ap0s a puberdade. As
alteracGes foram mais significativas quando o estimulo estressor foi induzido na idade adulta,
porém se recuperam quase completamente ap6s longo periodo sem estresse. Ja nos animais pre-
puberes as alteragcdes parecem ser permanentes.

Palavras-chave: Estresse cronico. Morfometria. Ratos. Testiculo. Pénis.



ABSTRACT

TEIXEIRA RIBEIRO, Carina. Evaluation of the immediate or later effects in testicles and
penis of adult rats submitted to the chronic stress by immobilization before and after puberty.
2018. XX f. 2018. 125 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

The aim of this study was to investigate the effects of chronic stress on the testes and
penis of prepubertal and adult rats and to assess possible alterations could be reversed when
stress induction is ended. The animals were immobilized in opaque plastic cylinders for two
hours daily for six weeks. Seventy six rats were assigned into eight groups depending on the
type of treatment (control or stressed), of the age at which the stress was initiated (prepubertal,
4 weeks of age) or (adult, 10 weeks of age), and the time of evaluation (immediate or late). The
stressed animals for immediate evaluation (ECI4, n = 10 and ECI10, n = 9) were analyzed 24
hours after the last stressor stimulus, whereas the stressed animals for late evaluation (ECT4, n
=10and ECT10, n = 9) were analyzed six weeks after the last stressor stimulus. Other animals
the same age were used as controls (Cl4, CT4, CI10 and CT10) kept free, without food and
water for the same period of the animals of the stressed groups. Experiment approved under
protocol CEUA/004/2015. The animals were weighed before and after the end of treatment.
Before the death of the animal, the blood was collected for analysis of the testosterone and the
spermatozoa collected from the tail of the epididymis for evaluation of concentration, motility
and viability. The testes were fixed in Bouin for 24 hours and postfixed in 3.7% formaldehyde,
processed in paraffin blocks and stained by H&E. The sections were photographed at different
magnifications for analysis of the seminiferous tubule diameter, height of the seminiferous
epithelium, volume density and absolute volume of the seminiferous and stromal structures.
The penis was fixed in 3.7% formaldehyde and its mid-shaft was used for histomorphometric
analysis. Cross sections of this region were stained with Masson's Trichomic to evaluate the
area of the corpus cavernosum (with and without the tunica albuginea), area of the tunica
albuginea and densities of the cavernous structures. It was stained with Weigert's resorcin-
fuchsin with previous oxidation to evaluate the elastic system fibers. The data were organized
and the mean of each group were analyzed and compared by Student's t-test. The rats of the
ECI4 group had a reduction in body weight and diameter of the seminiferous tubules. The rats
of the ECI110 group showed several functional and morphological (testicular weight, diameter
of the seminiferous tubules and structures of the corpora cavernosa) reductions. The rats in the
ECT4 group showed increased body weight and of intertubular compartment volumetric and
absolute densities and reducing tubular compartment volumetric density and fibers of the elastic
system in the corpus cavernosum. The ECT10 group presented reduction of sperm viability and
increased area of the tunica albuginea of penis. The chronic stress induced changes in testicles
and penises before and after puberty. Nevertheless, the alterations were more significant when
the stress stimuli were induced in adulthood; however, these animals recovered almost
completely after a long time without stress. Already in the prepubertal animals the alterations
appear permanents.

Key-words: Chronic stress. Morrphometric. Rat. Testicle. Penis.
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INTRODUCAO

Todo organismo para manter o perfeito funcionamento de suas fungdes orgéanicas,
dispde de um complexo mecanismo homeostatico (Chrousos and Gold 1992). No entanto,
guando o organismo é submetido a qualquer evento capaz de provocar um desequilibrio das
suas funcOes, a isso denomina-se de estresse (Schneiderman, Ironson et al. 2005). Fatores
psicoldgicos estéo entre as causas mais comuns relacionados ao estresse no homem, em que as
principais causas sdo decorrentes de perdas, pressdo no trabalho, divércio, desemprego entre
outros (Schneiderman, Ironson et al. 2005; Shields and Slavich 2017). Tais condi¢des podem
induzir o surgimento de varias enfermidades e ou distirbios como ansiedade, depressao,
problemas cardiovasculares, doencas autoimunes, obesidade, sindrome metabolica e problemas
reprodutivos (Nordkap, Jensen et al. 2016; Shields and Slavich 2017).

O estilo de vida estressante do homem esta correlacionado a inUmeros problemas de
salde (Schneiderman, Ironson et al. 2005; Shields and Slavich 2017). A saude sexual e
reprodutiva é bastante afetada e muitos casos de infertilidade em casais estdo relacionados ao
estresse (Sheiner, Sheiner et al. 2003). No homem, por exemplo, o estresse pode provocar baixa
qualidade dos espermatozoides e disfuncdo erétil (DE) (Hedon 2003; Janevic, Kahn et al. 2014).
Estudos que correlacionam o estresse a problemas de fertilidade masculina ou a problemas de
erecdo, foram realizados em homens ou em modelo animal adulto. O que ainda néo se conhece
é se o estresse aplicado na infancia (antes da maturidade sexual) pode causar os problemas
masculinos supracitados. Um estudo mostra que criancas afetadas por eventos estressantes
desenvolvem danos persistentes no eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal, havendo liberacao
suprafisiologica do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) na idade adulta. Este hormonio
é o responsavel pela inducdo e liberacdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), que
estimula a liberacdo via acao no cortex adrenal, dos horménios do estresse, os glicocorticoides
(Heim, Newport et al. 2000).

Decorrente dessa relacdo negativa entre o estresse e problemas sexuais e reprodutivos
masculinos, os estudos nessa tematica se intensificaram. Dentre os 6rgdos do sistema reprodutor
masculino, os testiculos foram os mais estudados. Isso porque os testiculos sdo os 6rgdos
responsaveis pela producdo dos espermatozoides e do principal horménio masculino, a
testosterona. Por serem, também, Orgdos com intensa atividade proliferativa, sdo mais
vulneraveis as situacdes de estresse (Kanter, Aktas and Erboga 2013). Esta vulnerabilidade

pode prejudicar a producdo e a qualidade dos espermatozoides, condi¢cBes condinzentes com
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subfertilidade masculina. Aproximadamente 15% dos casais em todo o mundo apresentam
problemas de infertilidade, sendo que os homens sdo responsaveis por 20-30% dos casos e
contribuem para 50% dos casos em geral (Agarwal, Mulgund et al. 2015). A avaliacdo da
qualidade do sémen é o primeiro passo para diagnosticar infertlidade masculina (Ahmadi,
Yasemi et al. 2014). Muitos fatores estdo relacionados a reducdo da espermatogénese e a
alteracdes dos espermatozoides, e essa situacdo vem se agravando ao logo do tempo. Alguns
estudos mostraram que fatores relacionados ao estilo de vida do homem, dentre eles o estresse,
vém contribuindo para essa estatistica negativa sobre & fertilidade masculina
(Durairajanayagam 2018). O estresse tornou-se, portanto, um fator de risco consideravel para
salde reprodutiva (Sheiner, Sheiner et al. 2003).

Outro importante problema masculino, em que o estresse também é considerado uma
das principais causas, € a disfuncéo erétil. A DE é definida como a incapacidade de atingir e/ou
manter uma erecdo peniana suficiente para uma relacdo sexual satisfatoria (Yucel, Keskin et al.
2017). A DE pode acometer homens de qualquer idade, no entanto, € maior com o avanco da
idade (50 a 100% em homens acima dos 70 anos) e em homens abaixo dos 40 anos de idade
esse indice chega aos 10%, considerado um indice preocupante para essa faixa etaria (McCabe,
Sharlip et al. 2016). Entretanto, o pénis ainda € muito pouco estudado sob estresse cronico.

No entanto, o grau de injuria no sistema reprodutor masculino sob estresse crénico
depende de uma série de fatores, principalmente em relagdo ao tipo, a intensidade e a duragdo
do estresse, bem como a natureza do estressor e as caracteristicas individuais do organismo

afetado (por ex.: genética, idade, metabolismo, etc) (Schneiderman, Ironson et al. 2005).
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Morfofisiologia do testiculo

Os testiculos dos mamiferos sdo 6rgdos possuem tanto uma funcéo enddcrina, com
sintese e liberacdo de hormdnios esteroides com destaque para a testosterona, quanto de uma
funcdo exodcrina com producdo e liberagdo dos gametas masculinos (espermatozoides). Seu
desenvolvimento inicialmente ocorre na cavidade abdominal, e no decorrer do desenvolvimento
esses Orgaos deixam esta cavidade para entdo se alojarem no escroto. Ao fazerem isso, 0s
testiculos levam consigo um saco de membrana serosa, derivada do peritdnio, que possui uma
lamina visceral, que envolve os testiculos, e outra parietal denominada de tanica vaginal. Ainda
trazem as fascias espermaticas interna e externa derivadas dos musculos transverso do abdomen
e do obliquo abdominal externo, respectivamente, e a fascia cremastérica derivado do muasculo
obliquo abdominal interno (Russel et al. 1990; Richard L. Drake 2015).

Estruturalmente, os testiculos possuem uma capsula de consisténcia mais densa,
composta principalmente por tecido fibroso, denominada de tunica albuginea. Esta por sua vez
possui ndao somente uma funcdo protetora do parénquima testicular, mas também esta
relacionada com a regulacdo da pressdo intratesticular e do fluxo sanguineo, como da
movimentacdo espermatica através de contragcfes ritmicas. 1sso deve-se ao fato da tunica
albuginea conter células contrateis (Svingen and Koopman 2013).

Internamente, os testiculos ainda sdo divididos em compartimentos tubular e
intertubular (parénquima testicular). O primeiro compreende os tdbulos seminiferos que séo
constituidos de uma maneira geral por tanica prépria, epitélio seminifero e limen. A tunica
prépria delimita os tubulos seminiferos externamente, sendo composta por membrana basal,
fibras colagenas e células midides. Ja o epitélio seminifero é composto por células da linhagem
espermatogénica e por células de Sertoli. As células da linhagem espermatogénica sdo
compostas por espermatogonias, células diploides localizadas na regido basal, que sofrem
sucessivas divisbes mitéticas para entdo originarem a camada subsequente de células,
conhecidas por espermatocitos primarios, células também diploides. Estas por sua vez realizam
a primeira divisdo meidtica originando os espermatocitos secundarios (células haploides), que

sofrem a segunda divisdo meidtica para dar origem as espermatides. Por fim, estas sofrem
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sucessivas modificacdes até se transformarem em espermatozoides, processo este denominado
de espermiogénese (Figura 1). Durante as sucessivas modificacdes das espermatides até sua
transformacéo final em espermatozoide, ocorre perda citoplasmatica passando a possuir um
formato mais alongado. A partir dai, ocorre a formacéo da cauda ou flagelo do espermatozoide
que permite a sua mobilidade. Nesta fase também ha formacédo da cabeca do espermatozoide
onde fica localizado o nucleo com o material genético, 0 DNA. Uma importante estrutura,
também desenvolvida neste processo, o acrossomo, fica localizado acima da porcéo rostral da
cabeca do espermatozoide. Esta € uma estrutura essencial para o sucesso da fertilizacdo, pois
secreta enzimas indispensaveis que permitem a entrada dos espermatozoides ao odcito. Os
espermatozoides entdo formados séo liberados para o lumen tubular e deste, por mecanismo de
propulséo, sdo direcionados a rede testicular. Esta estrutura conecta-se aos ductos eferentes que
desembocam na primeira porcéo do epididimo, a cabeca, seguindo para o corpo e finalmente a
cauda do epididimo. O epididimo entdo é o local onde os espermatozoides adquirem a
motilidade e maturacdo, ficando armazenados até 0 momento da ejaculacao (Russel et al. 1990;
Cooper 2007; Junqueira, Carneiro 2008).

As células de Sertoli, como mencionada anteriormente, sdo células do epitélio
seminifero que possuem sua base aderida a lamina basal do tubulo seminifero e suas
extremidades apicais sdo dirigidas ao limen tubular. Estas células envolvem as células da
linhagem espermatogénica como um mecanismo de sustentagdo. Apds a puberdade, as células
de Sertoli passam a ser o principal componente estrutural dos tubulos seminiferos, isolando o
microambiente tubular através da formacéo da barreira hematotesticular e tendo como funcéo
fundamental o suporte fisico e nutricional das células germinativas em desenvolvimento e,
ainda, isolando os espermatozoides de atividades e agentes autoimunes (Griswold 1998; Alves,
2013).

O compartimento intertubular, também conhecido como espaco intersticial ou estroma,
preenche os espacos entre os tdbulos seminiferos. Este compartimento € constituido por nervos,
vasos sanguineos e linfaticos e por uma vasta populacdo de células que incluem macréfagos,
mastacitos, células conjuntivas indiferenciadas, fibroblastos e principalmente células de Leydig
(Russel et al. 1990; Jungueira, Carneiro 2008). Estas sdo as mais abundantes deste
compartimento e sao as responsaveis pela sintese de testosterona e estradiol a partir do estimulo
do horménio luteinizante (LH) (Dombrowicz, Sente et al. 1996). As células de Leydig comegam
a se proliferar logo ap6s o nascimento sob estimulo do LH e permanecem quiescentes até a
puberdade. Na puberdade ocorre grande proliferacdo celular com aumento da sintese de

testosterona (Dombrowicz, Sente et al. 1996; Zhou, Kudo et al. 1996). Na idade adulta, as
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células de Leydig possuem uma populagéo estavel com rarissima divisdo e morte (Teerds, de
Rooij et al. 1989). Os hormonios androgénicos além de serem responsaveis, na fase fetal, pela
diferenciacdo dos 6rgdos genitais masculinos, na puberdade sdo responsaveis pelo surgimento
dos caracteres sexuais secundarios e pelo processo espermatogénico (Dombrowicz, Sente et al.
1996; Zhou, Kudo et al. 1996).

Os testiculos sdo irrigados pela artéria testicular, um ramo da aorta abdominal. A artéria
testicular possui formato helicoidal formando algo semelhante a um cone vascular no cordao
espermatico. Ao penetrar no testiculo, a artéria se ramifica em varias arteriolas responsaveis
pela distribuicdo de oxigénio e nutrientes necessarios as funcdes enddcrinas e exdcrinas do
orgdo, bem como para a manutencdo da sua citoarquitetura. A drenagem dos testiculos é
realizada por um conjunto de veias denominado plexo pampiniforme, que envolvem a artéria
testicular no corddo espermatico. Estas veias também participam do controle da
termorregulacdo testicular. Outra parte da drenagem é realizada por vasos linfaticos testiculares
que drenam para linfonodos adrticos laterais e linfonodos pré-aorticos. Ja a inervacdo dos
testiculos é oriunda do plexo nervoso testicular, que contém fibras parassimpaticas vagais
aferentes viscerais e fibras simpaticas do segmento T7 da medula espinal (Keith, Moore 2011,
Richard L. Drake 2015).
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Figura 1. Imagem esquematica do corte longitudinal do testiculo (A), seguido pela imagem
ampliada do corte transversal de um tubulo seminifero (B).

Cabega do epididimo

Legenda. (B) Epitélio seminifero: célula de sertoli (CS), espermatog6nia (EPG), espermatocito primario
(ESTP) e espermatide (EPT). Espermatozoide (ESPZ). Espaco intersticial: célula de Leydig (CL). PAS,
1000x.

Fonte: (A) adaptado de NETTER FH, 2011. (B) A autora, 2013.
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1.2 Morfofisiologia do pénis

No homem o pénis é composto por trés corpos de tecido erétil, um corpo esponjoso e
um par de corpos cavernosos, uretra e glande. Os corpos cavernosos, localizados dorsalmente,
sdo tecidos eréteis constituidos por fibras musculares lisas (principal componente), por uma
matriz intersticial formada principalmente por colageno e fibras do sistema elastico, vasos
sanguineos, linfaticos, sinusoides revestidos por endotélio e nervos. S&o ainda envolvidos por
uma bicamada de tecido conjuntivo denso, a tinica albuginea. Esta possui uma camada externa
com fibras direcionadas longitudinalmente, enquanto que a camada mais interna possui fibras
disposta de forma circular (Figura 2). A partir desta, sdo irradiadas fibras para o interior do
corpo cavernoso formando os pilares intracavernosos que suportam os sinusoides (Goldstein
and Padma-Nathan 1990; Hsu, Hsieh et al. 2004; Costa, Carrerete et al. 2006; Yiee and Baskin
2010). Os corpos cavernosos possuem um sulco ventralmente onde localiza-se o outro tecido
erétil, o corpo esponjoso. O corpo esponjoso, no entanto, é um tecido erétil com maior
quantidade de fibras do sistema elastico, sinusdides maiores e uma tdnica albuginea mais fina
que o envolve (Yiee and Baskin 2010). A uretra peniana, canal comum a passagem da urina e
do sémen, passa através do corpo esponjoso. O meato uretral externo (abertura externa da
uretra) se abre sobre uma superficie ventral na glande. Esta estrutura por sua vez é a continuagao
do corpo esponjoso que se molda a porcéo final dos corpos cavernosos, formando a extremidade
distal do pénis. A borda da glande que se junta a porc¢éo final dos corpos cavernosos é conhecida
por coroa da glande. A tunica albuginea que envolve 0s corpos cavernosos e 0 Corpo esponjoso
é ainda circundada por uma fascia profunda, a fascia profunda do pénis. Superficial a esta ainda
h& uma outra fascia, denominada de féascia superficial do pénis, sendo entdo encoberta por pele
(Hsieh, Liu et al. 2012).

O suprimento sanguineo do pénis € fornecido por trés principais artérias: cavernosa,
dorsal e bulbouretral. Todas estas sdo pares e originarias do ramo da artéria pudenda interna. Ja
a drenagem venosa é realizada principalmente por uma veia dorsal profunda que corre entre as
duas artérias dorsais, localizada na fascia profunda do pénis logo acima da tdnica albuginea.
Esta veia recebe drenagem a partir dos dois tercos distais do corpo cavernoso através de veias
emissarias e, também, das veias circunflexas do corpo esponjoso (Yiee and Baskin 2010). No
entanto, um pequeno par de veias dorsais sdao encontradas profundamente a veia dorsal
profunda, que recebem de forma independente drenagem de veias emissarias (Hsu, Hsieh et al.

2003). O suprimento nervoso € proveniente de nervos pudendos que suprem a inervacao
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somatica motora e sensorial. J& 0s nervos cavernosos combinam fibras aferentes parassimpatica
e visceral responsaveis pelo suprimento nervoso do tecido erétil (Yiee and Baskin 2010).

A erecdo peniana envolve um complexo mecanismo neuroendocrino, vascular e
estrutural (Dean and Lue 2005). De forma sucinta, a ere¢do peniana ocorre da seguinte forma:
para 0 aumento do influxo sanguineo, a resisténcia vascular € diminuida e o sangue flui através
das artérias cavernosas e helicineas, havendo ingurgitamento dos sinusoides, expansao e
alongamento das estruturas cavernosas. Ja o relaxamento do mdsculo liso envolve agdo da
acetilcolina, do oxido nitrico neuronal (NNO) e endotelial (eNO), prostaglandinas e a¢do do
componente sacral parassimpatico (S2-S4). Com a libera¢do do nNO nas terminaces das fibras
nervosas genitais durante a excitacdo sexual, o relaxamento do musculo liso é entdo iniciado.
A salde do endotélio também é um fator importante, pois determinara a contribuicdo do eNO
para 0 processo de ere¢do. O relaxamento do corpo cavernoso também é regulado pelo
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP). Outro mecanismo importante envolve a acdo da
tunica albuginea que se estende e aumenta a pressdo intracavernosa. Esta expansao e aumento
da pressdo intracavernosa comprimem as veias subtunicais contra o tlnica albuginea, causando
aprisionamento de sangue no corpo cavernoso, referido como mecanismo de veno-ocluséo. O
pénis torna-se entdo rigido e ereto. O retorno do pénis ao estado flacido envolve uma acao
reversa em que ocorre contracdo muscular lisa através da acao da fosfodiesterase tipo 5 (enzima
responsavel pela destruicdo do cGMP), reducdo do fluxo sanguineo arterial e liberacdo do
mecanismo veno-oclusivo (van Driel 2015). As estruturas penianas sao ainda moduladas por
acao hormonal, principalmente por androgenos. Estes possuem um papel importante na
manutencdo das estruturas penianas € no mecanismo da erecdo. Deficiéncia desses hormdnios
estdo implicados principalmente com alteragOes estruturais e comprometimento da eregédo
(Wang, Xu et al. 2015). A integridade das estruturas supracitadas, associada ao complexo
mecanismo neuroenddcrino e vascular, é fundamental para o sucesso da erecdo (Dean and Lue
2005).

O pénis do rato é dividido em raiz, corpo e glande. O corpo do pénis e a glande se
conectam em um angulo reto. O corpo do pénis é constituido por um corpo cavernoso, um corpo
esponjoso, uretra peniana, uma veia dorsal, um par de pequenas artérias dorsais e nervos
(Seyam, Kattan et al. 2012). A matriz do corpo cavernoso é predominantemente constituida por
tecido conjuntivo (Pinheiro, Costa et al. 2000). A glande possui a uretra do pénis, corpo
cavernoso da glande, corpo esponjoso da uretra, elementos fibrocartilaginosos e um 0sso

peniano (Murakami 1987).



Figura 2. llustracdo do corte transversal do pénis humano.

Veia dorsal superficial

- Féascia superficial do pénis
Artéria dorsal

Veia dorsal profunda Nervo dorsal do pénis

Fascia profunda do pénis

Veias circunflexas

Artéria cavernosa Tlnica albugl’nea

Corpo cavernoso
Corpo esponjoso

Uretra Artéria bulbouretral

Fonte: adaptado de HSU, 2003.
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1.3 Estresse cronico e sua agdo sobre os testiculos e pénis

Existem dois tipos principais de estresse: agudo e crbnico. O estresse agudo é
caracterizado por promover menos agressdo ao organismo, e as eventuais alteragdes que podem
ocorrer sdo consideradas de natureza temporaria. J& 0 estresse crénico possui um poder de
agressdo maior, pois o0 organismo é submetido a eventos estressantes por periodos prolongados,
e isso pode decorrer com sequelas permanentes mesmo apds o término do estimulo estressor
(Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015). Entender e estudar as alteracdes que o0 estresse
crénico pode causar nos diferentes sistemas organicos é um desafio para a ciéncia. Na tentativa
de elucidar tais alteracGes bioldgicas, sdo empregadas diversas metodologias para simular uma
situacdo de estresse cronico. Com uso de modelos animais para experimentacao, principalmente
o0 rato, sdo empregados, em sua maioria, métodos fisicos e psicolégicos de estresse cronico.
Dentre esses, ao mais utilizados tém sido a restricdo de movimentos (imobilizacdo), natagédo
forcada, frio, calor, choque elétrico, retirada precoce da prole ao convivio da mée e poluicdo
sonora (Almeida, Petenusci et al. 2000; Schneiderman, Ironson et al. 2005; Saki, Rahim et al.
2009; Rasooli, Taha Jalali et al. 2010; Jalali, Saki et al. 2012; Priya and Reddy 2012; Nirupama,
Devaki et al. 2013; Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015). No entanto, antes de uma
abordagem sobre os estudos que mostram os potenciais efeitos deletérios do estresse cronico
sobre os testiculos e pénis, 6rgdos alvo deste estudo, uma breve descricdo morfofuncional
desses 6rgdos se faz necessaria para melhor compreensdo das alteracBes bioldgicas que o
estresse cronico pode causar.

O estresse cronico é capaz de alterar as estruturas e o funcionamento dos testiculos e
pénis. O mecanismo pelo qual atua é bastante complexo e diversificado. Uma das alteracoes
mais conhecida, talvez a mais importante, € a ativacao do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HPA). Quando isso ocorre, o hipotalamo libera dois neurotransmissores (fator liberador de
corticotrofina e arginina vasopressina) que irdo estimular a hipofise anterior a sintetizar e liberar
0 horménio adrenocorticotropico (ACTH). Este hormoénio € liberado em concentracOes
elevadas na corrente sanguinea, e ird agir sobre o cortex da adrenal estimulando-a a liberar
concentracdes, também elevadas, de hormonios glicocorticoides (Armario 2006; Stephens and
Wand 2012). O aumento circulante desses hormonios esta associado com desordens
metabdlicas. Em ratos cronicamente estressados, os valores dos niveis plasmaticos de
corticosterona comeg¢am aumentar nos primeiros 30 minutos de indugéo do estresse, e este valor

permanece elevado até 60 minutos ainda sob estimulo estressor. Depois deste periodo, com 0
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organismo ainda sob estimulo estressor, os valores séricos da corticosterona comecam a
declinar se aproximando aos valores normais (Yazawa, Sasagawa et al. 1999). Mesmo em
periodos minimos de 4 dias e maximo de 60 dias vistos em varios estudos, o estresse crénico é
capaz de elevar os niveis plasmaticos de corticosterona. Sendo assim, a dosagem da
corticosterona sérica é bastante utilizada como marcador de estresse. Entretanto, deve-se ter
cuidado, pois a corticosterona permanece elevada somente por algum periodo sob estresse como
mencionado anteriormente.

O aumento da corticosterona circulante pode afetar a sintese de outro horménio, a
testosterona. A supressdo da producdo de testosterona pode estar relacionada a acdo dos
glicocorticoides através da ligacdo a receptores no hipotalamo, que diminui a liberacdo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Isso faz com que ocorra diminuicdo, pela
hipofise, da liberagdo do hormonio luteinizante (LH) e também do horménio foliculo
estimulante (FSH) (Dubey and Plant 1985; Kamel and Kubajak 1987; Ulrich-Laiand Herman
2009). Entretanto, nem sempre sdo encontradas alteracdes dos niveis de LH e FSH apos
sucessivas sessoes de estresse (Almeida, Petenusci et al. 1998; Nordkap, Jensen et al. 2016).
Outro mecanismo envolvido com a supressdo da testosterona é através da acdo direta dos
glicocorticoides, também via receptores, localizados nas células de Leydig, afetando entéo sua
capacidade esteroidogénica, seja através do bloqueio dos receptores responsivos ao LH, ou
através de alteracbes moleculares que afetam as enzimas esteroidogénicas responsaveis pela
biossintese da testosterona (Charpenet, Tache et al. 1982; Lin, Yuan et al. 2014). Outro fator
envolvido esté relacionado a inducéo da apoptose das células de Leydig, que naturalmente leva
a diminuicdo da sintese de testosterona (Whirledge and Cidlowski 2010). Portanto, uma vez
que as celulas de Leydig séo responsaveis pela sintese e liberacdo da testosterona, qualquer
agressao a elas pode ter impacto direto sobre a fertilidade. Uma andlise ultraestrutural da célula
de Leydig de ratos cronicamente estressados mostrou que houve alteragcdes em suas organelas,
com a presenca de alta condensacdo da cromatina, dilatacdo do reticulo endoplasmatico,
incha¢o mitocondrial, particulas maiores de lipidios, grande depdsito de lipofucsina e aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular (Wang, Wang et al. 2012). Ainda,
Wang et al. observaram que embora tenha ocorrido aumento dos niveis de corticosterona com
deplecdo dos niveis de testosterona, ndo houve alteracdo do numero das células de Leydig. Isto
sugere que a reducdo da capacidade estereoidogénica das células de Leydig pode ser devido a
alteragcdes moleculares sem apoptose (Wang, Wang et al. 2012).

Um estudo mostra que ratos apds serem estressados por imobilizacdo apresentaram

reducdo de 44% dos niveis séricos de testosterona com comprometimento da espermatogénese,
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ocasionando um progressivo decrescimo das células germinativas totais com retardo da
maturacao das espermatides, seguida por diminuicdo da concentracdo espermatica (Potemina
2008). Outro fator associado a supressdo da funcao testicular com danos espermatogénicos é o
fato das células espermaéticas em estagios VIl e VIII do ciclo espermatogénico serem altamente
sensiveis ao horménio (Hill, Anway et al. 2004; Mahmoud, Mahmoud et al. 2009). Ainda, a
testosterona € essencial para a conversdo das espermatides arredondada em espermatides
alongadas, para se transformarem em espermatozoides (O'Donnell, McLachlan et al. 1994).

Estudos experimentais em ratos também mostram que o estresse crénico por
imobilizacdo por varios periodos de 20, 40, 50 ou 60 dias promove aumento da peroxidacdo
lipidica com diminuicdo da motilidade, viabilidade e concentracdo espermaticas e aumento de
espermatozoides anormais (Priya and Reddy 2012; Garcia-Diaz, Gomez-Quiroz et al. 2015).
Almeida e colaboradores (1998) mostraram que animais pré-puberes imobilizados por seis
horas diarias durante 60 dias, portanto, até a idade adulta, também exibiram comprometimento
da producéo espermatica, com diminuicdo de 16% das espermatides maduras com consequente
reducdo de 32% da concentracdo espermatica por epididimo.

Associadas as alteragdes bioguimicas e hormonais vistas anteriormente, estdo as
mudancas estruturais. A diminui¢do do diametro do tabulo seminifero e da altura do epitélio
seminifero foram vistas em ratos adultos depois de seis horas de estresse durante 32 dias (Bitgul,
Tekmen et al. 2013). Utilizando uma outra fonte estressora, como exposi¢do cronica a uma
condigdo de hipdxia hipobarica (simulando ambientes em altas altitudes que possuem baixa
pressdo atmosferica), foram observadas diminuicdo da altura do epitélio seminifero com
diminuicdo de elementos celulares, vacuolizacdo das células epiteliais e dobramento da
membrana basal (Farias, Bustos-Obregon et al. 2005). Estresse térmico a uma temperatura de
43°C por seis dias consecutivos em ratos, revelou sérios danos estruturais nos testiculos. Um
dia apos o término do estresse as células germinativas apresentaram-se separadas um das outras
com subsequente presenca de espacos irregulares no epitélio seminifero. Quando analisados 14
dias apo6s houve diminuicdo bem significativa do diametro do tabulo seminifero, sendo que
alguns tabulos apresentaram destruicdo das células da camada germinativa, restando somente
as células de Sertoli. Entretanto, estas alteracGes foram menores depois de 35 dias do altimo
estimulo estressor com regeneracdo de tubulos apresentando espermatdcitos primarios, mas
com presenca ainda de vacuolizacdo e espessamento da membrana basal. Este estudo reforga a
hip6tese que maiores danos podem se manifestar algum tempo depois do estimulo estressor (no
caso, 14 dias depois), mas que periodos maiores de avaliacdo (35 dias) ha progresso na

recuperacdo dessas lesdes. Ratos jovens imobilizados por duas horas durante sete dias ndo
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apresentaram alteracfes quanto ao peso testicular e niveis séricos de testosterona (Yazawa,
Sasagawa et al. 1999), enquanto ratos adultos imobilizados por trés horas durante 40 dias
exibiram reducdo do peso testicular e da testosterona sérica (Wang, Wang et al. 2012).

O estresse cronico também pode afetar a integridade dos constituintes penianos e alterar
sua funcéo. E relatado que homens que possuem uma rotina estressante si0 mais propensos a
falhas na erecdo peniana, como ja mencionado (Hehemann and Kashanian 2016; Song, Kim et
al. 2016). Disturbios de ansiedade e depressdo, condi¢bes que comumente sdo precedidas por
eventos estressantes, aumentam o risco de disfuncdo erétil (Hedon 2003; Sahin, Urkmez et al.
2017). Embora a prevaléncia de DE aumente com a idade, estudos mostram que homens com
menos de 40 anos de idade sofrem cada vez mais de tal disfungédo (Papagiannopoulos, Khare et
al. 2015). Criancas e jovens também sofrem de estresse, principalmente de origem psicogénica
(Tal, Voelzke et al. 2009; Teicher and Samson 2016). Contudo, ndo ha conhecimento se isso
pode ter impacto sobre a funcdo sexual na juventude e ou na idade adulta. Em adolescentes, o
estresse psicoldgico € considerado o fator mais preponderante relacionado a disfuncao erétil
(Tal, Voelzke et al. 2009; Teicher and Samson 2016). Os estudos relacionam fatores de risco
organicos ou psicogénicos associados a DE, mas considerando esses fatores aplicados no
homem adulto. N&o ha estudos que correlacionem estresse durante a infancia a problemas
sexuais futuros. Como comentado anteriormente, estudos comprovaram que individuos
submetidos a fatores estressantes na infancia podem comprometer permanentemente a atividade
do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal aumentando a liberacdo do CRH.

E bem conhecido que estresse cronico reduz os niveis plasmaticos de testosterona, como
ja mencionado (de Souza, Silva et al. 2012). A testosterona possui um importante papel na
modulacdo e manutencgdo das estruturas penianas, como também no mecanismo neuroendocrino
e vascular descritos anteriormente (Traish 2009). Alteragdes estruturais no corpo cavernoso do
pénis com reducdo do musculo liso, aumento de fibrose e disfun¢des endoteliais e nervosas
foram associadas a supressdo de testosterona (Traish and Kim 2005; Wang, Xu et al. 2015).
Estas alteracOes sdo ainda condizentes com as encontradas em situagdes de DE (Dean and Lue
2005). A testosterona atua por vérias vias na manutencdo dessas estruturas. Por exemplo, é
responsavel pela modulacdo da expressdo e liberacdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), um fator importante envolvido no mecanismo de erecdo. Estudos mostraram
que supressdo de testosterona causa diminui¢do da expresséo e producédo de VGEF associado
ao aumento da disfuncéo erétil. Quando héa reposicdo de testosterona, entretanto, os niveis de
VEGF aumentam e a erecdo peniana retorna ao normal (Hwang, Oh et al. 2011). Diminuicéo

da testosterona também compromete a sintese de oxido nitrico (essencial para o relaxamento
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do musculo liso sinusoidal a arterial), compromete estruturalmente o nervo cavernoso, e reduz
a atividade da enzima fosfodiesterase tipo 5 responsavel pela detumescéncia peniana (Traish,
Goldstein et al. 2007).

Portanto, alteracGes metabdlicas e hormonais provocadas pelo estresse estdo
relacionadas a alteracBes estruturais condinzentes & DE. Entretanto, mesmo diante dessas
informacdes, ha somente um estudo experimental em ratos que avaliou os efeitos do estresse
crbnico sobre as estruturas cavernosas penianas (de Souza, Silva et al. 2012). Neste estudo,
observaram que o estresse cronico diminuiu 0 musculo liso sinusoidal e aumentou o depoésito
de matriz extracelular associado a diminuicdo sérica de testosterona, reforcando o potencial
efeito deletério que o estresse crénico tem sobre as estruturas penianas.

Contudo, ainda ndo se tem conhecimento se o estresse por imobiliza¢do provocado de
maneira crénica possui 0 mesmo efeito quando aplicado em idade diferentes, antes ou apds a
puberdade. Também, ndo se conhece se as possiveis lesbes testiculares, espermaticas e
penianas, mais especificamente do corpo cavernoso, sdo permanentes ou se ha recuperacao apos

o término do estimulo estressor.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos do estresse cronico em testiculos e pénis de ratos adultos submetidos ao
estresse cronico por imobilizagédo antes e ap6s a puberdade, e avaliar se qualquer alteracdo pode

ser revertida quando o estresse € encerrado.

2.2  Especificos

e Estudar as alteracOes estruturais nos testiculos de ratos pré-puberes e adultos
submetidos ao estresse cronico.

e Estudar as variaveis espermaéticas e a concentracéo sérica de testosterona de ratos pré-
pUberes e adultos submetidos ao estresse crénico.

e Estudar as alteracdes estruturais nos pénis de ratos pré-puberes e adultos submetidos

ao estresse cronico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Setenta e seis ratos Wistar foram utilizados em todo o experimento. Todos esses animais
foram mantidos em gaiolas em biotério com temperatura controlada (22 + 1°C), ciclo artificial
de claro-escuro (as luzes ficavam acesas das 7 horas da manh& a 7 horas da noite) e recebiam
alimentago padréo e 4gua ad libitum. Todo o experimento foi aprovado pela Comissio de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
protocolado sob 0 numero CEUA/004/2015 (Anexo 1).

Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos de acordo com a idade e com o
tipo de avaliagdo. Foram utilizados animais pré-paberes (4 semanas de idade) e animais adultos
(10 semanas de idade). Estes animais foram avaliados ou de forma imediata (24 horas ap0s o
ultimo estimulo estressor) ou de forma tardia (6 semanas apds o ultimo estimulo estressor).
Ainda, estes grupos foram divididos em 4 grupos controles e 4 grupos estressados. Sendo assim,
a divisao dos grupos ficou da seguinte forma:

e Grupos controles: Cl4 (animais pré-puberes avaliados de forma imediata, n=10); CT4
(animais pré-puberes avaliados de forma tardia n=10); CI10 (animais adultos avaliados
de forma imediata, n=9) e CT10 (animais adultos avaliados de forma tardia, n=9).

e Grupos estressados: ECI4 (animais pré-puberes avaliados de forma imediata, n=10);
ECT4 (animais pré-puberes avaliados de forma tardia, n=10); ECI10 (animais adultos
avaliados de forma imediata, n=9) e ECT10 (animais adultos avaliados de forma tardia,
n=9) (Figura 3).



32

Figura 3. Diagrama da divisdo dos grupos experimentais.
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3.2 Estresse croénico

Os animais que foram submetidos ao estresse cronico (ECI4, ECT4, ECI10, ECT10)
ficaram restritos a movimentacdo em tubos de plastico rigido opaco, por duas horas diarias
durante 6 semanas, sempre no periodo da manhd Os tubos foram fechados em suas
extremidades, mas estas, no entanto, tinham pequenas perfuragdes na extremidade anterior onde
ficava a cabeca do animal (para oxigenacdo), e um furo central na extremidade posterior para
permitir a passagem da cauda do animal (Figura 4) (de Souza, Silva et al. 2012). Estes tubos
foram ajustados semanal ou quinzenalmente conforme o tamanho do animal. Os animais dos
grupos ECI4 e ECI10 foram submetidos ao estresse cronico a partir de 4 e 10 semanas de idade,

respectivamente. Ap6s 6 semanas de estresse crénico, quando tinham 10 e 16 semanas de
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idades, respectivamente, os animais foram mortos na manha seguinte a tltima sessao de estresse
(24 horas apds o ultimo estimulo estressor), sendo portanto, 0s grupos de avaliacdo imediata.
Os animais dos grupos ECT4 e ECT10 foram submetidos ao mesmo tratamento de estresse por
igual periodo, no entanto, foram mortos 6 semanas ap0s a Ultima sessdo de estresse crénico
(grupos de avaliacdo tardia). Estes animais tinham 16 e 22 semanas de idade, respectivamente,
quando entdo foram mortos.

Ja os animais dos grupos controles (Cl4, CT4, C110 e CT10) foram mantidos livres em
suas gaiolas pelo mesmo periodo em que os animais dos grupos estresse crénico ficaram
submetidos ao estresse. No entanto, permaneceram sem alimentacdo e sem agua para observar
se uma possivel perda de peso dos animais estressados ndo tenha sido por falta de alimentagéo.

Estes foram mortos com idades correspondentes aos dos grupos estressados.

Figura 4. Imagens dos tubos utilizados para a inducéo do estresse cronico.

Legenda: Restricdo dos animais nos tubos para a inducéo do estresse crénico por imobilizacdo. (a) Diferentes
tamanhos e diametros dos tdbulos utilizados para a imobilizacdo dos animais. (b) Animais imobilizados
dentro dos tubos.

Fonte: A autora, 2015.
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3.3 Eutanasia e coleta do material

Todos os animais foram mortos com sobredose de anestésico inalatdrio, isoflurano a 2%
(Forane, Abbott Laboratories, Buenos Aires, Argentina). Para tal, os animais foram colocados
individualmente em uma camara de acrilico acoplada ao aparelho de anestesia inalatria modelo
Colibri (Brasmed, Paulinia, SP, Brasil). O gas anestésico foi liberado para a cdmara e, assim
que o animal entrou em plano anestésico profundo, foi retirado para o procedimento de coleta
do sangue. Foram coletadas amostras de aproximadamente 5 ml de sangue de cada animal, por
puncdo cardiaca, mantidas em tubos falcon de 15 ml sem anticoagulante em temperatura
ambiente para retracdo do coagulo. Logo apos a coleta do sangue, com o animal ja em obito,
foi realizada uma laparotomia mediana total e ambos os testiculos foram expostos por tracao de
seus corddes espermaticos e dissecados de seus anexos (epididimo e corddo espermatico)
(Figura 5). O pénis foi coletado por meio de ressec¢do na base peniana (Figua...). Ambos 0s
orgéos (testiculos e pénis), assim que retirados, foram imediatamente fixados como descrito nas
secgOes 2.7.1 e 2.7.2, respectivamente.

Figura 5. Fotografias mostrando a retirada dos testiculos e pénis.

Legenda. (A) A foto ilustra o testiculo sendo dissecado de um de seus anexos, o epididimo (seta
vermelha). (B) Exposicdo do pénis para sua retirada. A seta vermelha aponta para a raiz do pénis,
local onde foi feita a ressecgéo.

Fonte: A autora, 2014.
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3.4 AvaliacGes biométricas

Imediatamente ap0ds a disseccao dos testiculos de seus anexos, estes foram pesados e
seus volumes aferidos pelo teste de Scherle (Scherle 1970). Para a realizacdo deste teste, o
testiculo foi sustentado através do auxilio de um suporte e completamente submerso num
recipiente contendo agua destilada (densidade=1). Este recipiente ficava sobre uma balanga e o
valor fornecido em gramas, provocado pelo deslocamento da agua quando o testiculo foi
submerso, correspondeu ao volume do 6rgéo. Portanto, o valor registrado em gramas na balanca
foi convertido para mililitros. Importante salientar que o 6rgao quando foi submerso ndo tocou

nas paredes e no fundo do recipiente.

3.5 AvaliacOes dos espermatozoides

Os espermatozoides foram coletados da cauda do epididimo direito de todos os animais.
A cauda do epididimo foi seccionada em cinco fragmentos e estes foram homogeneizados em
5 ml de solucdo tampédo fosfato-salino (PBS) (Apéndice A) com 0,5% de albumina de soro
bovino (BSA) (A9647, Albumin from bovine serum, Sigma, Frederick, Estados Unidos)
aquecida a 37°C (Figura 6). Esta solugdo homogeneizada foi denominada de solucéo
espermatica. Desta, foi retirada uma aliquota de 10 ul que foi diluida em microtubos contendo
solucéo de PBS/BSA 0,5% aquecida a 37°C, na proporg¢do de 1:3 ou 1:4 dependendo da turbidez
da solucdo espermaética. Esta diluicdo foi utilizada para a avaliagdo da concentra¢do. Foram
instilados 10 ul desta diluicdo na camara de Neubauer espelhada aquecida a 37°C, coberta com
laminula, para entdo serem analisados sob aumento de 100x. Uma camera digital (scA780-
54gm; Basler, Ahrensburg, Alemanha) acoplada ao microscopio de luz (eclipse 50i;
Nikon,Tokyo, Japdo) foi utilizada para captura de videos que foram utilizados para as analises

da concentracdo e motilidade espermaticas (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).
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Figura 6. Fotografia da fragmentacdo da cauda do epididimo.

Legenda. A foto ilustra como foi realizada a fragmentacdo da cauda do epididimo para a retirada
dos espermatozoides que foram homogeneizados na solucéo espermatica.
Fonte: A autora, 2014.

3.5.1 Concentracdo e motilidade dos espermatozoides

Para a quantificacdo da concentracdo dos espermatozoides, foram capturados videos de
cinco quadrantes da camara de Neubauer. Posteriormente, nestes arquivos de video, 0s
espermatozoides foram contados e a concentracédo final foi determinada considerando o fator
de diluicdo utilizado para a obtencéo dos espermatozoides e as dimensdes dos quadrantes da
camara de Neubauer. Cada quadrante da cdmara de Neubauer é composto por 16 quadrantes
menores. Estes possuem uma &rea de 0,0025 mm?2 e 0,1 mm de altura. Logo, o volume de
espermatozoides quantificado é de 0,02 mms3, que corresponde a 0,00002 mL. Deste modo, este
calculo é corrigido para a quantidade de espermatozoides presente em 1 mL, com o fator de
correcao de 50000. Com base nesse fator de correcdo, devem ser inseridos no calculo o fator de
diluicdo e 0 numero de espermatozoides contados. A concentracdo final entdo € expressa em
ndimero de espermatozoides x 108/mL.

J& a motilidade espermatica foi determinada nas mesmas imagens dos videos gravados.

Para tal, foram quantificadas células imoveis e o valor encontrado foi subtraido do nimero total
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de espermatozoides em cada campo. O resultado dessa subtracéo foi dividido pelo nimero total
de espermatozoides e multiplicado por 100 para determinacdo do percentual de

espermatozoides méveis (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

3.5.2 Viabilidade dos espermatozoides

Para a avaliacdo da viabilidade dos espermatozoides foi realizado o teste hipo-osmético.
A solucdo espermatica foi diluida na proporcao de 1:4 em uma solucao aquosa contendo citrato
de sodio a 0,735% e frutose a 1,351% de modo que esta solucdo tenha uma osmoloraridade de
100 mOsm/L, ou seja, menor do que a osmolaridade do meio intracelular, portanto considerada
hipo-osmotica. Esta diluicdo foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apos este periodo, 10 ul desta
solucéo foi depositada em lamina coberta com laminula para observacdo em microscopia de luz
sob aumento de 200x com uso do microscépio BH-2 (Olympus, Téquio, Japdo). As células que
apresentaram dobramento de cauda foram consideradas viaveis. A viabilidade foi determinada
entdo como a porcentagem de células viaveis sobre o total de células quantificadas. Para esta
analise, 200 espermatozoides foram avaliados por amostra de cauda do epididimo por animal
(Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

3.6 Testosterona sérica

Apods a coleta do sangue, conforme mencionada na se¢éo 2.3, o soro foi entdo separado
por centrifugacdo a 2260 forca centrifuga relativa (FCR x g) por cinco minutos em centrifuga
Excelsa® Il modelo 206 BL (Fanem, Sao Paulo, Brasil). O soro foi transferido para microtubos
e estes mantidos & -20°C até a anlise. A concentracéo serica de testosterona foi mensurada pelo
método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Cat. ADI-900-065, Enzo, New York, NY, USA,;
sensibilidade de 5,67 pg/ml) (Lu, Mei et al. 2015) (Apéndice B).
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3.7 Anélises histomorfométricas

3.7.1 Testiculos

O testiculo direito de todos os animais foi utilizado para as avaliacbes morfométricas.
Apds sua pesagem, a extremidade capitata, que corresponde a porcdo proximal do 6rgéo, foi
clivada para permitir que o agente fixador penetrasse no parénquima testicular. O testiculo entéo
foi fixado por imersdo em solucdo de Bouin durante 24 horas. Ap6s este periodo, o 6rgao foi
clivado transversalmente em cinco fragmentos, dos quais os fragmentos das extremidades
foram desprezados. Os trés fragmentos remanescentes foram imersos em formaldeido a 3,7%
em tampao fosfato (pH 7,4) para pés fixacdo. Os fragmentos fixados foram colocados em
cassetes histolégicos identificados e processados automaticamente para inclusdo em parafina
através do processador de tecidos de bancada semifechado modelo TP1020 (Leica, Wetzlar,
Alemanha). De maneira sucinta, estes fragmentos foram desidratados em banhos com
concentracOes crescentes de etanol (70% - 100%), diafinizados em xilol e embebidos em
parafina aquecida a 60°C. Logo apds essa etapa, os fragmentos foram incluidos em blocos de
parafina com a utilizagdo da maquina de inclusdo modelo EG1150H (Leica, Wetzlar,
Alemanha), a temperatura de 60°C e endurecidos em temperatura ambiente. A partir destes
blocos parafinados, foram obtidos cortes histoldgicos ndo seriado de 5 um de espessura em
equipamento rotativo modelo 2125RT (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Para as analises morfométricas, os cortes coletados em laminas histoldgicas
convencionais foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E) (Apéndice B). Estes
foram fotografados, de maneira aleatoria, sob diferentes aumentos (de acordo com a analise que
sera comentada a seguir), pela camera DP71 (Olympus, Téquio, Japdo) acoplada ao
microscopio de luz BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) utilizando o programa DP Controller
(3.3.1.292, Olympus, Téquio, Japdo). As imagens capturadas foram analisadas utilizando o
programa ImageJ versdo 1.47t (NIH, Bethesda, Estados Unidos). Para as analises expressas em
valores absolutos, o programa foi formatado para conversdo de unidades de pixel para
micrémetros pela calibracdo utilizando uma régua histolégica micrometrada. Esta foi
fotografada sob as mesmas condicBes (camera, microscopio, objetiva e resolucdo) dos cortes
analisados. Todas as fotomicrografias foram capturadas com resolugdo de 2040x1536 (Ribeiro,
Milhomem et al. 2014).
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3.7.1.1 Diametro do tabulo seminifero

O didmetro de 125 tubulos seminiferos por animal (5 tabulos em 5 campos de 5 cortes)
foi mensurado. Foram mensurados tubulos seminiferos considerando para a analise apenas
tubulos de contorno circular. Para esta analise, foram utilizadas fotomicrografias capturadas em
aumento de 100x. Para tal, foi tragcada uma linha reta utilizando a ferramenta “straight line” do
software ImageJ. Esta linha se estendia da tUnica prépria de um polo ao outro do tubulo
passando pelo centro do mesmo (Figura 7). O resultado da analise de cada testiculo foi a média

dos 125 diametros mensurados, expresso em um (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

Figura 7. Fotomicrografia do corte transversal dos tubulos seminiferos de testiculo de rato.

Legenda: A linha reta amarela mostra o tragado para a mensuragdo do diametro em um dos tabulos
seminiferos. H&E, 100x.
Fonte: RIBEIRO, 2015
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3.7.1.2 Altura do epitélio seminifero

Para a analise deste parametro foram tragadas trés linhas (utilizando a mesma ferramenta
usada para o didmetro) que se estendiam a partir das células aderidas a tunica prépria (células
de Sertoli e espermatogbnias) até a célula mais interna em direcdo ao Iumen do tubulo
seminifero (espermatides). Nao consideramos os espermatozoides como células integrantes do
epitélio seminifero. As trés linhas foram distribuidas de forma equidistantes uma da outra como
ilustrado na figura 6. A média destas trés linhas foi considerada como a altura do epitélio
daquele tabulo seminifero analisado (Figura 8). Para esta andlise, foram utilizadas
fotomicrografias em aumento de 200x. Novamente, 125 tabulos seminiferos foram mensurados
por animal. O resultado da andlise de cada testiculo foi considerado a média dos 125 tubulos

mensurados, expresso em pum (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

Figura 8. Fotomicrografia do corte transversal dos tubulos seminiferos de testiculo de rato.

Legenda: As trés linhas retas amarelas mostram o tragado e a disposi¢do para a mensuragdo da altura
do epitélio seminifero em um dos tlbulos seminiferos. H&E, 200x.
Fonte: RIBEIRO, 2015.
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3.7.1.3 Densidade volumétrica dos compartimentos tubular e intertubular

Tais pardmetros foram avaliados pela técnica de contagem de pontos atraves da
sobreposicdo de uma grade de 99 pontos as fotomicrografias dos testiculos, utilizando-se a
ferramenta “grid” do programa ImageJ (Figura 9). No entanto, para sobrepor a grade, foi
necessario mensurar antes a area da imagem através da ferramenta “Analyze” - “measure”. O
valor da area encontrado foi utilizado para a distribui¢do dos pontos. No entanto, a ferramenta
“grid” dispde de alguns formatos sendo o utilizado neste estudo o formato em cruz, como
ilustrado na figura 7. Para a contagem, foi considerado o quadrante superior direito da cada
cruz. Com o auxilio da ferramenta “cell counter” foram contadas as seguintes estruturas que
incidiam sobre os quadrantes: tunica prépria, epitélio seminifero, limen tubular e espaco
intersticial. A contagem dos pontos que incidiam sobre cada uma destas estruturas foi dividida
pelo numero total de pontos e multiplicado por 100 para entdo expressar os resultados em
porcentagem. O somatdrio das densidades volumétricas da tanica propria, epitélio seminifero e
[dmen tubular foi considerado como a densidade volumétrica do tubulo seminifero
(compartimento tubular). A densidade volumétrica do espaco intersticial foi considerada como
a do compartimento intertubular.

Foram analisadas 25 fotomicrografias aleatoriamente capturadas (5 campos de 5 cortes).
Para cada parametro o resultado foi expresso em porcentagem e calculado pela média dos
resultados de cada imagem analisada. Para esta analise, foram utilizadas imagens capturadas
em aumento de 400x (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).
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Figura 9. Fotomicrografia do corte transversal dos tubulos seminiferos de testiculo de rato.

Legenda: Sobreposicéo da grade em cruz & imagem para quantificacdo das densidades estruturais do
compartimento tubular e intertubular. H&E, 400x.
Fonte: Ribeiro, 2015.

3.7.1.4 Volume absoluto dos compartimentos tubular e intertubular

O volume de cada estrutura analisado foi calculado com base na sua densidade
volumétrica e no volume do testiculo (Ribeiro, Milhomem et al. 2014), utilizando-se a seguinte
formula:

Volume de Y = (Vv [Y] /100 ) x volume testicular
V/v: densidade volumétrica
Onde Y € a estrutura analisada.
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3.7.2 Pénis

Imediatamente ap0s a retirada do pénis, ele foi fixado por imersdo em formaldeido a
3,7% e mantido no fixador por um periodo méaximo de 48 h. Apds esse periodo, foi realizada a
seccao transversal da porcao media do pénis a qual foi utilizada para as analises. Este fragmento
foi processado da mesma forma como descrito para os testiculos até a inclusdo em parafina.

Também foram obtidos cortes de 5 um de espessura de forma néo seriada.

3.7.2.1 Avaliacdo das areas do corpo cavernoso (com e sem tdnica albuginea) e da area da

tlnica albuginea

Os cortes obtidos foram corados em Tricrdmico de Masson (Apéndice B) para a
avaliacdo da &rea do corpo cavernoso (com e sem tlnica albuginea) e da area da tdnica
albuginea. Para estas analises, as imagens foram capturadas em estereomicroscopio (Stereo
Discovery.V8, Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado a camera digital Axiocam 506 color (Zeiss,
Alemanha) em aumento de 12x. Estes cortes foram capturados juntos a uma régua graduada
para calibragdo do programa de analise. Com auxilio do programa ImageJ, foram analisados 5
cortes por animal da seguinte forma: para avaliacdo da area do corpo cavernoso com tunica
albuginea, foi utilizada a ferramenta “free hand”, sendo esta contornada por toda superficie
externa da tanica albuginea. J& para a mensuragdo da area do corpo cavernoso sem tunica
albuginea, a mesma ferramenta foi utilizada contornando-se a superficie interna da tdnica
albuginea. A mensuracdo da area da tunica albuginea foi obtida pela diferenca entre a area do
corpo cavernoso com tdnica albuginea a area do corpo cavernoso sem tunica albuginea (Figura

10). Os resultados foram dados em mmz,
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Figura 10. Fotomicrografia do corte transversal da porcdo média do pénis de rato.

Legenda: A imagem ilustra as aferi¢des das areas do corpo cavernoso com
tlnica albuginea (contorno em amarelo) e sem tlnica albuginea (contorno
em vermelho). Tricromico de Masson, 12x.

Fonte: Ribeiro, 2016.

3.7.2.2 Densidade das estruturas do corpo cavernoso

Nos mesmos cortes mencionados na secdo anterior foi avaliada a densidade das
seguintes estruturas do corpo cavernoso: musculo liso, tecido conjuntivo e espaco sinusoidal
em fotomicrografias capturadas em microscopio de luz (BX51, Olympus, Tokyo, Japéo)
acoplado a camera digital (DP70, Olympus, Tokyo, Japao) em aumento de 200x (de Souza,
Silvaetal. 2012). Foram quantificadas fibras do sistema elastico em cortes corados pela solugdo
de fucsina resorcina de Weigert com prévia oxidacdo (Apéndice B), capturadas em aumento de
600x. Foram analisadas 25 imagens de cada animal para a avaliacdo das densidades das
estruturas cavernosas (musculo liso, tecido conjuntivo e espaco sinusoidal) utilizando a mesma
metodologia adotado nos testiculos, como j& mencionado (Figura 11). Os resultados foram

expressos em porcentagem.
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Figura 11. Fotomicrografia do corte transversal do corpo cavernoso do pénis de rato.
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Legenda: A imagem mostra a sobreposicao da grade em cruz (amarelo) sobre as estruturas cavernosas do

pénis. Tricromio de Masson, 200x.
Fonte: Ribeiro, 2016.

3.8 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e as médias dos grupos foram comparadas pelo teste T de
Student. Foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para verificar se 0s
dados eram paramétricos ou ndo. Os resultados foram comparados entre 0s grupos controle e
estressado, de mesma idade e de mesmo tempo de analise, imediata ou tardia. Para tal foi
utilizado o programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As

diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos imediatos do estresse crénico em ratos pré-puberes

4.1.1 Anélises Biométricas

A avaliacdo do peso corporal final dos animais mostrou que houve diminuicdo de 14%
nos ratos do grupo ECI4 quando comparado ao grupo Cl4 (177 £ 15,8 g vs. 206 = 11,0 g;
p<0,01). Nenhuma alteracéo foi observada no peso (1,70 £ 0,15 g vs. 1,75 £ 0,15 g; p=0,31) e
no volume dos testiculos (1,75 £ 0,16 ml vs. 1,78 £ 0,15 ml; p=0,51) no grupo ECI4 comparado
ao grupo Cl4.

4.1.2 Analises dos espermatozoides e da testosterona sérica

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada em relagdo aos parametros de
concentragdo (1,15 + 0,80 x10%ml vs. 1,27 + 0.70 x10%/ml; p=0,72), motilidade (39,8 + 21,7 %
vs. 49,5 + 12,5 %; p= 0,24) e viabilidade (11,0 £ 2,18 % vs. 12,0 + 4,06 %; p=0,54) do grupo
ECI4 quando comparado ao grupo Cl4.

N&o houve diferenca significativa da concentracdo sérica de testosterona no grupo ECI4
quando comparado ao grupo Cl4 (11,93 + 1,21 ng/ml vs. 13,00 £ 1,67 ng/ml; p=0,23).
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4.1.3 Andlises histomorfométricas

Os animais do grupo ECI4 apresentaram uma redugdo de 4% do didametro do tubulo
quando comparados ao grupo Cl4 (282 + 10,3 um vs. 293 + 3,72 um; p= 0,02) (Grafico 1 e
figura 12).

Nenhuma diferenca foi encontrada em relacéo a altura do epitélio seminifero do grupo
ECI14 comparado ao grupo Cl4 (53,6 + 2,61 pm vs. 55,1 + 1,10 um; p=0,19).

Nenhuma alteracdo foi observada em relacdo a densidade volumétrica e ao volume
absoluto das diferentes estruturas que compdem 0s compartimentos tubular e intertubular

testiculares. Os dados estatisticos se encontram na tabela 1.

Gréfico 1. Diametro do tubulo seminifero.
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Legenda: animais do grupo controle (Cl4) e animais do
grupo estresse pré-pubere de avaliacdo imediata. (ECI4).
Nota. Dados expressos como média e desvio padréo.
Fonte: A autora, 2015.
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Figura 12. Fotomicrografias do corte transversal dos testiculos dos ratos pré-puberes de
avaliacdo imediata.

:
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Legenda: Diametro do tibulo seminifero dos animais do grupo Cl4 (A) e dos animais do grupo ECI4 (B). H&E,
100x
Fonte: A autora. 2015.

No que se refere & analise do corpo cavernoso do pénis, ndo foram encontradas
alteracGes em nenhum dos parametros avaliados: &rea do corpo cavernoso com tdnica albuginea
(5,26 £ 0,67 mm2vs. 5,09 + 0,53 mmz; p=0,53); area do corpo cavernoso sem tanica albuginea
(3,12 £ 0,41 mmz2 vs. 3,07 £ 0,42 mm?2 ECI4; p=0,80) e area da tunica albuginea (2,14 + 0,41
mm2 vs. 2,02 + 0,14 mm?; p=0,38) do pénis apos o Ultimo estimulo estressor no grupo ECI4
quando comparado ao grupo Cl4.

Né&o foram encontradas diferencas significativas com relacdo a densidade das estruturas
do corpo cavernoso do pénis apos o ultimo estimulo estressor no grupo ECI4 comparado ao
grupo Cl4. Os dados estatisticos se encontram na tabela 1.
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Tabela 1. Resultados numericos das analises estatisticas da densidade volumétrica e do volume
absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade
volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (Cl4) e estressado (ECI4) de
ratos pré-pubere de avaliacdo imediata.

Cl4 ECI4 Valor de p

Testiculo

Epitelio seminifero Vv (%) 542+ 135 55,8446 0,37
Volume absoluto epitélio seminifero Av (ml) 0,96+0,11 0,98+0,12 0,74
Tunica prépria Vv (%) 340+047 3,66+0,58 0,37
Volume absoluto tanica propria Av (ml) 0,06+0,00 0,06 +0,01 0,38
Lamen tubular Vv (%) 322+1,67 30,8+5,33 0,50
Volume absoluto limen tubular Av (ml) 0,57+0,05 054+0,12 0,61
Compartimento tubular Vv (%) 89,9+136 90,3+1,56 0,57
Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 159+0,16 1,59+0,17 0,99
Compartimento intertubular Vv (%) 100+136 9,61+156 0,57
Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,17+0,03 0,16 +0,03 0,59
Pénis

Mdsculo liso Vv (%) 990+195 10,6+2,35 0,42
Tecido conjuntivo Vv (%) 73,7459 72,6+357 0,56
Espaco sinusdide Vv (%) 16,3+4,06 16,6 + 3,12 0,85
Fibras do sistema elastico Vv (%) 0,79+040 0,78+0,21 0,96

Dados expressos como média e desvio padrdo
Vv — densidade volumétrica

Av — volume absoluto

Fonte: A autora, 2016.
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4.2 Efeitos imediatos do estresse cronico em ratos adultos

4.2.1 Anélises biométricas

Nenhuma alteracdo em relacdo ao peso corporal final dos animais do grupo ECI10 foi
encontrada quando comparado ao grupo CI10 (342 + 28,3 g vs. 353 = 32,8 g; p=0,86).
Entretanto, nos dados referentes ao peso e volume testiculares, foram encontradas diminuicéo
de 12% (1,6 £ 0,2 g vs. 1,9 £ 0,2 g; p<0,01) e 10% (1,6 + 0,2 ml vs. 1,9 + 0,2 ml; p<0,01),

respectivamente, no grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10.

4.2.2 Analises dos espermatozoides e testosterona sérica

Com relacdo aos dados dos espermatozoides, houve reducdo de 19% da motilidade
espermatica (43,4 £ 10,1% vs. 54,1 + 5,0%; p=0,01) e de 46% (8,8 + 2,3% vs. 16,4 £ 3,6%;
p<0,01) da viabilidade espermatica do grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10
(Gréficos 2 e 3). Em relagdo a concentracdo espermética nenhuma alteracdo foi encontrada nos
animais do grupo ECI10 comparado ao grupo CI110 (1,83 + 1,51 x 10%/ml vs. 2,21 + 1,48 x
10%/ml; p=0,59).

A andlise da testosterona sérica mostrou uma reducdo de 21% no grupo ECI10
comparado ao grupo CI10 (8,83 £ 1,53 ng/ml vs. 11,25 + 2,14 ng/ml, p=0,04) (Gréfico 4).



Gréfico 2. Motilidade espermatica
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Legenda. Grupo controle (CI10) e grupo estresse
adulto de avaliagéo imediata (ECI10).

Nota: Dados expressos como média e desvio padréo.
Fonte: A autora, 2015.
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Gréfico 3. Viabilidade espermatica
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Legenda. Grupo controle (C110) e grupo estresse
adulto de avaliagio imediata (ECI10).

Nota: Dados expressos como média e desvio padrdo.
Fonte: A autora, 2015.

Gréfico 4. Concentragdo sérica de testosterona
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Legenda. Animais do grupo controle (CI10) e dos
animais do grupo estresse adulto de avaliacdo
imediata (ECI10).

Nota: Dados expressos como média e desvio padréo.
Fonte: A autora, 2016.
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4.2.3 Andlises histomorfométricas

Os animais do grupo ECI10 apresentaram uma reducéo de 6% do diametro do tdbulo
seminifero quando comparado ao grupo CI10 (288,6 + 13,87 um vs. 305,5 + 8,70 um; p=0,01)
(Grafico 5 e figura 13).

Nenhuma diferenca foi encontrada em relacdo a altura do epitélio seminifero nos
animais do grupo ECI10 comparado ao grupo CI10 (51,3 £ 3,49 um vs. 51,0 £ 1,60 pm; p=
0,81).

Em relacdo aos dados da densidade volumétrica das estruturas testiculares avaliadas, foi
observado um aumento de 9% da densidade do epitélio seminifero no grupo ECI10 comparado
ao grupo CI10. Ao analisar o volume absoluto desta estrutura, ndo foi observada nenhuma
alteracdo no grupo ECI10 comparado ao grupo CI10. A densidade volumétrica do Iimen tubular
teve uma reducdo de 11% no grupo ECI10 comparado ao grupo CI10; o que também foi
observado em termos de volume absoluto, porém a reducdo foi de 17%. A andlise do
compartimento tubular como um todo, tanto a densidade volumétrica quanto o volume absoluto
ndo apresentaram diferenca entre os grupos EC110 e C110 (Figura 14). Os dados estatisticos se

encontram na tabela 2.

Gréfico 5. Diametro do tubulo seminifero
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Legenda. Animais do grupo controle (CI10) e
animais do grupo estresse adulto de avaliacdo
imediata (ECI10).

Nota: Dados expressos como média e desvio padrao.
Fonte: A autora, 2015.
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Figura 13. Fotomicrografias do corte transversal dos testiculos dos ratos adultos de avaliacdo
imediata.

Legenda: Diametro do tdbulo seminifero dos animais do grupo CI110 (A) e dos animais do grupo ECI10 (B).
H&E, 100x.
Fonte: A autora, 2015.

Figura 14. Fotomicrografias do corte transversal dos testiculos dos ratos adultos de avaliacéo
imediata.

Legenda: As imagens A e B sdo dos grupos ECI4 e ECI10, respectivamente. H&E, 400x.
Fonte: A autora, 2017.
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No que concerne ao corpo cavernoso do pénis, houve diminuicéo significativa de 11,5%
e (5,21 £ 0,71 mm2 vs. 5.89 + 0.35 mm2; p= 0,02) de 16% (3,05 + 0,58 mm?2 vs. 3,63 + 0,28
mmz?; p=0,02) da area do corpo cavernoso com e sem tunica albuginea, respectivamente, no
grupo ECI110 comparado ao grupo C110. Nenhuma alteracdo foi encontrada no que se refere a

area da tunica albuginea no grupo ECI10 quando comparado ao grupo CI10 (2.15 £ 0.16 mm?
vs. 2.26 £ 0.12 mm?; p=0,16) (Figura 15).

Figura 15. Fotomicrografias do corte transversal do pénis dos ratos adultos de avaliagéo
imediata.

Legenda: O tracado amarelo indica a mensuracdo da area do corpo cavernoso com tlnica albuginea, e o

tracado vermelho indica a mensuracédo da area do corpo cavernoso sem a tlnica albuginea. Grupo CI10
(A) e grupo ECI10 (B). Tricrdomico de Masson, 12x.
Fonte: A autora, 2017.

Quanto ao corpo cavernoso do pénis, houve diminuigdo significativa de 42% e de 59%
da densidade volumétrica do musculo liso e das fibras do sistema elastico, respectivamente, e
aumento de 5,5% da densidade volumétrica do tecido conjuntivo no grupo ECI10 comparado
ao grupo CI10 (Figura 16). Nao houve alteracdo quanto a densidade volumétrica do espaco
sinusoidal entre os grupos ECI10 e CI110. Os dados estatisticos se encontram na tabela 2.
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Figura 16. Fotomicrografias do corte transversal do corpo cavernoso do pénis dos ratos adultos
de avaliagdo imediata.

Legenda. Rato adulto controle (A) e (C). Rato adulto estressado (B) e (D). As imagens da fileira superior
foram coradas com Tricrémico de Masson, 200x. As imagens da fileira inferior foram coradas com fucsina
resorcina de Weigert, 600x. As setas apontam para as fibras do sistema elastico.

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 2. Resultados numericos das analises estatisticas da densidade volumétrica e do volume
absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade
volumeétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CI10) e estressado (ECI10)
de ratos adultos de avaliacdo imediata.

Cl10 ECI10 P value
Testiculo
Epitélio seminifero Vv (%) 50,3+1,94 54,6 +1,37 <0,01
Volume absoluto epitélio seminifero Av (ml) 0,91+£0,11 0,93+0,08 0,68
Tunica prépria Vv (%) 357+041 3,42+0,57 0,55
Volume absoluto tanica propria Av (ml) 0,06+0,01 0,05+0,01 0,24
Lamen tubular Vv (%) 358+218 318+124 <0,01
Volume absoluto lamen tubular Av (ml) 0,65+0,11 0,54 +0,05 0,02
Compartimento tubular Vv (%) 89,7+140 89,8+1,10 0,85
Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 164+022 154+0,13 0,30
Compartimento intertubular Vv (%) 10,2+1,40 10,1+1,10 0,85
Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,18+0,02 0,17 +0,02 0,33
Pénis
Mdsculo liso Vv (%) 8,18+198 4,70+144  <0,01
Tecido conjuntivo Vv (%) 745+3,41 78,6 +3,57 0,03
Espaco sinusdide Vv(%) 17,3+3,79 16,7+2,93 0,76
Fibras do sistema elastico Vv (%) 2,38+1,00 0,98+0,24 <0,01

Dados expressos como média e desvio padrdo
Vv — densidade volumétrica

Av — volume absoluto

Fonte: A autora, 2016.



57

4.3 Efeitos tardios do estresse crénico em ratos pré-puberes

4.3.1 Anélises biométricas

Houve um aumento significativo do peso corporal dos animais do grupo ECT4 na taxa
de 14 % comparado ao grupo CT4. Nenhuma alteracdo foi encontrada com relagéo ao peso
(1,84 £ 0,05 g vs. 1,88 + 0,03 g; p=0,06) e volume (1,84 = 0,09 ml vs. 1,86 + 0,06 ml; p=0,62)

testiculares dos animais do grupo ECT4 comparado ao CT4.

4.3.2 Analises dos espermatozoides e da testosterona sérica

Nenhuma alteracéo foi observada com relacéo a concentragdo (1,15 + 0,48 x10%/ml vs.
1,40 + 0,25 x10%/ml; p=0,20), motilidade (46,9 + 12,5 % vs. 52,9 + 8,93 %; p=0,32) e
viabilidade (9,06 £ 4,80 % vs. 10,3 + 3,83 %; p=0,55) espermaticas nos animais do grupo ECT4
comparado ao grupo CT4.
Também ndo foram encontradas alteracBes quanto aos niveis séricos de testosterona nos
animais do grupo ECT4 comparado ao grupo CT4 (11,8 + 1,91 ng/ml vs. 12,0 £ 2,59 ng/ml;
p=0,89).

4.3.3 Andlises histomorfométricas

Nenhuma alteragdo quanto a analise do didmetro do tdbulo seminifero (291,4 + 12,2 um
vs. 290,1 = 7,35 um; p=0,79) e altura do epitélio seminifero (55,8 + 1,82 um vs. 56,5 £ 2,32
um; p=0,45) foram observadas nos animais do grupo ECT4 comparados aos do grupo CT4.

Né&o foram encontradas alteragdes também nas analises morfométricas da area do corpo
cavernoso com tunica albuginea (5,52 + 0,37 mm2 vs. 5,34 + 0,28 mm?; p=0,24); da area do

corpo cavernoso sem tunica albuginea (3,47 = 0,33 mm?2vs. 3,33 £ 0,23 mmz; p=0,28) e da area
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da tdnica albuginea (2,04 + 0,08 mm? vs. 2,00 + 0,12 mm?; p=0,40) do pénis apds o Gltimo
estimulo estressor no grupo ECT4 quando comparado ao grupo CT4.

Os resultados da densidade volumétrica das estruturas testiculares mostram que no
grupo ECT4 o compartimento tubular apresentou uma reducdo de 2%, enquanto que O
compartimento intertubular apresentou um aumento de 18% quando comparados ao CT4.
Quando avaliados em termos de volume absoluto nenhuma diferenca no compartimento tubular
foi encontrada, somente no compartimento intertubular em que este apresentou um aumento de
23% no grupo ECT4 comparado ao CT4 (Figura 17).

Com relacdo as estruturas do corpo cavernoso do pénis, houve uma reducéo de 48% da
densidade volumétrica das fibras do sistema elastico no grupo ECT4 comparado ao grupo CT4
(Figura 18). Em todos os outros parametros ndo foram observadas altera¢fes entre 0s grupos.
Os dados estatisticos se encontram na tabela 3.

Figura 17. Fotomicrografias do corte transversal dos testiculos dos ratos pré-puberes de
avaliacéo tardla

Legenda: As imagens A e B sdo dos grupos CT4 e ECT4, respectivamente. H&E, 400x.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 18. Fotomicrografias do corte transversal do pénis dos ratos pré-puberes de avaliacdo
tardia.

Legenda: As imagens A e B sdo dos grupos CT4 e ECT4, respectivamente. Fucsina resorcina de Weigert, 600x.
Fonte: A autora, 2017.
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Tabela 3. Resultados numéricos das analises estatisticas da densidade volumétrica e do
volume absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da
densidade volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CT4) e estressado

(ECT4) de ratos pré-puberes de avaliacdo tardia.

CT4 ECT4 P value
Testiculo
Epitélio seminifero Vv (%) 57,9+ 2,48 57,9+1,37 0,95
Volume absoluto epitélio seminifero Av (ml) 1,06 + 0,05 1,09 £0,13 0,55
Tunica prépria Vv (%) 2,96 + 0,51 2,67 +0,69 0,32
Volume absoluto tanica propria Av (ml) 0,05 + 0,00 0,05+0,01 0,44
Lamen tubular Vv (%) 31,7+2,80 30,6 +1,93 0,34
Volume absoluto Iamen tubular Av (ml) 0,57 £ 0,06 0,57 + 0,06 0,82
Compartimento tubular Vv (%) 92,5+0,92 91,2 + 0,66 <0,01
Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,69 + 0,09 1,72 +0,19 0,65
Compartimento intertubular Vv (%) 7,41 +0,92 8,75 + 0,66 <0,01
Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,13+0,01 0,16 + 0,02 0,01
Pénis
Musculo liso Vv (%) 8,13+1,23 7,24+1,00 0,11
Tecido conjuntivo Vv (%) 73,0+ 2,55 73,8 2,77 0,55
Espaco sinusdide Vv (%) 18,8 + 3,06 19,1+2,87 0,81
Fibras do sistema elastico Vv (%) 1,98 + 0,38 1,03+0,49 <0,01

Dados expressos como média e desvio padrdo
Vv — densidade volumétrica

Av — volume absoluto

Fonte: A autora, 2016.
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4.4 Efeitos tardios do estresse crénico em ratos adultos

4.4.1 Anélises biométricas

Nenhuma alteracdo em relacao ao peso corporal final dos animais do grupo ECT10 foi
encontrada quando comparado ao grupo CT10 (395 + 31,0 g vs. 406 + 46,3 g; p=0,56).
Nenhuma alteracdo referente ao peso (1,80 + 0,08 g vs. 1,86 £ 0,23 g; p=0,31) e volume
testiculares (1,81 £ 0,10 ml vs. 1,84 + 0,24 ml; p=0,49) foi encontrada no grupo ECT10 quando

comparado ao grupo CT10.

4.4.2 Analises do espermatozoides e testosterona sérica

N&o houve diferenca na concentragdo (1,56 + 0,80 x 10%/ml vs. 1,56 + 1,24 x 10%/ml;
p=1,00) e motilidade (30,1 + 9,44 % vs. 31,8 + 14,3 %, p=0,78) espermaticas entre 0s grupos
ECT10 e CT10. A viabilidade espermatica dos animais do grupo ECT10 mostrou-se
significativamente menor (24%) em comparacao ao grupo CT10 (15,9 £+ 3,2% vs. 21,1 £ 3,6%;
p<0,01) (Gréfico 6).

Com relacdo aos niveis séricos de testosterona, ndo houve alteracdo no grupo ECT10
comparado ao grupo CT10 (12,59 + 2,17 ng/ml vs. 10,08 £ 2,43 ng/ml; p=0.10).
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Grafico 6. Viabilidade espermatica
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Legenda: Animais do grupo controle (CT10) e
animais do grupo estresse adulto de avaliacdo tardia
(ECT10).
Nota: Dados expressos como média e desvio padrao.
Fonte: A autora, 2015.

4.4.3 Andlises histomorfométricas

Nenhuma alteracdo foi observada em relacdo ao didmetro do tdbulo seminifero (300,2
+ 4,93 um vs. 302,8 + 6,33 um; p= 0,38) e a altura do epitélio seminifero (51,2 + 1,93 pm vs.
51,7 £ 2,11 um; p=0,64) no grupo ECT10 comparado ao grupo CT10.

Nenhuma alteracdo foi encontrada em relacdo a densidade volumétrica e ao volume
absoluto das estruturas do compartimento tubular e intertubular testiculares. Os dados
estatisticos se encontram na tabela 4.

No que se refere ao corpo cavernoso do pénis, nenhuma alteracdo foi encontrada na
avaliacdo da area do corpo cavernoso com tunica albuginea (6,75 £ 0,44 mm? vs. 6,45 + 0,87
mm?2; p=0,38) e sem tlnica albuginea (4,39 + 0,40 mm?2 vs. 4,39 + 0,59 mm?; p=0,99). A area
da tunica albuginea apresentou aumento significativo de 14% no grupo ECT10 comparado ao
grupo CT10 (2,35 £ 0,14 mm?2vs. 2,06 £+ 0,28 mm?; p=0,01) (Figura 19).

Nenhuma diferenca foi observada nos pardmetros de densidade volumétrica das
estruturas do corpo cavernoso do pénis (Figura 20).
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Figura 19. Fotomicrografias do corte transversal do pénis dos ratos adultos de avaliacéo tardia.

Legenda: O tragado amarelo indica a mensuracéo da area do corpo cavernoso com tlnica albuginea, e o tragado
vermelho indica a mensuracgdo da area do corpo cavernoso sem a tlnica albuginea. Grupo CT10 (A) e grupo
ECT10 (B). Tricrdmico de Masson, 12x.

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 4. Resultados numericos das analises estatisticas da densidade volumétrica e do volume
absoluto das estruturas dos compartimentos tubular e intertubular testiculares e da densidade
volumétrica das estruturas do corpo cavernoso. Grupos controle (CT10) e estressado (ECT10)
de ratos adultos de avaliacéo tardia.

CT10 ECTI10 P value

Testiculo

Epitélio seminifero Vv (%) 53,4+1,61 52,8 +1,15 0,38
Volume absoluto epitélio seminifero Av (ml) 0,98 £ 0,15 0,96 £ 0,05 0,70
Tunica prépria Vv (%) 3,92 £ 0,58 3,77 £0,49 0,55
Volume absoluto tanica propria Av (ml) 0,07 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,59
LUmen tubular Vv (%) 32,4 +1,58 33,8+1,61 0,08
Volume absoluto lamen tubular Av (ml) 0,59 £ 0,07 0,61 +£0,04 0,49
Compartimento tubular Vv (%) 89,8+ 1,78 90,4 +£0,87 0,35
Volume absoluto compartimento tubular Av (ml) 1,65+ 0,23 1,65+ 0,08 0,96
Compartimento intertubular Vv (%) 10,1 +1,78 9,51 +£0,87 0,35
Volume absoluto compartimento intertubular Av (ml) 0,18 £ 0,04 0,17 £ 0,02 0,47
Pénis

Mdsculo liso Vv (%) 7,89+ 1,36 8,35+0,88 0,40
Tecido conjuntivo Vv (%) 72,4 + 3,37 71,6 +4,79 0,70
Espaco sinusdide Vv (%) 19,6 £2,85 19,4 £ 4,44 0,92
Fibras do sistema elastico Vv (%) 1,20 £ 0,50 1,18 + 0,26 0,92

Dados expressos como média e desvio padrdo
Vv — densidade volumétrica

Av — volume absoluto

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 20. Fotomicrografias do corte transversal do corpo cavernoso do pénis dos adultos de
avaliacdo tardia.

C o i R a7 O B el ¥

Legenda. Rato adulto controle (A) e (C). Rato adulto estressado (B) e (D). As imagens da fileira superior foram
coradas com Tricrémico de Masson, 200x. As imagens das fileiras inferior foram coradas com fucsina resorcina
de Weigert, 600x. As setas apontam para as fibras do sistema elastico.

Fonte: A autora, 2016.
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5. DISCUSSAO

A morfologia e a fungdo testicular dependem de condigbes adequadas de um
microambiente tais como temperatura adequada, suprimento sanguineo e estimulo hormonal
(Damber and Janson 1978; Shalet 2009). O pénis também depende de um complexo mecanismo
neurovascular e hormonal para manutencdo de sua citoarquitetura e funcdo (Dean and Lue
2005). O estresse, especialmente quando é repetitivo ou crénico, ativa o0 eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal, que afeta o funcionamento do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Consequentemente, este mecanismo reduz a quantidade de horménios sexuais (testosterona e
estrogénio) em individuos estressados (Toufexis, Rivarola et al. 2014).

Como os testiculos sdo os principais produtores de testosterona, que é essencial para
manter a funcdo testicular e peniana, alteracdes morfoldgicas e funcionais sdo esperadas em
testiculos e pénis de individuos estressados. Este € o primeiro estudo a analisar os efeitos

imediato e tardio do estresse cronico em testiculos e pénis de ratos pré-puberes e adultos.

5.1 Testiculos

Neste estudo, 0 estresse cronico foi mais prejudicial quando induzido na idade adulta, e
avaliado imediatamente. Por exemplo, 0s niveis séricos de testosterona diminuiram somente
nos ratos adultos submetidos ao estimulo estressor, mas na avaliacdo tardia, os niveis
retornaram aos valores normais. O estresse crénico aumenta os niveis de glicocorticoides
(Ulrich-Lai and Herman 2009), suprimindo assim a liberagcdo de gonadotropinas e atuando
diretamente nos receptores das células de Leydig, inibindo a biossintese de testosterona
(O'Donnell, McLachlan et al. 1994). Isso poderia explicar 0s baixos niveis do horménio sexual
masculino nos ratos adultos estressados de avaliagdo imediata, e a recuperacdo dos niveis
séricos de testosterona nos animais adultos avaliados tardiamente, quando a biossintese de
testosterona ndo foi mais inibida.

Mudangas nos parametros espermaticos como viabilidade e motilidade foram
encontradas apenas nos ratos submetidos a estimulos de estresse crénico na idade adulta (Lin,
Yuan et al. 2014). O estudo de Nirupama et al. (Nirupama, Devaki et al. 2013) demonstrou

alteracdes na concentracdo de espermatozoides em ratos adultos submetidos ao estresse por 60
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dias. Provavelmente, as mudancas na concentracao de espermatozoides sO se tornam visiveis
apos periodos mais prolongados de estresse. Embora neste estudo o estresse induzido nos ratos
adultos ndo foi suficiente para reduzir a concentracdo de espermatozoides, a motilidade e
viabilidade dos espermatozoides foram reduzidas em 19% e 46%, respectivamente, nos animais
adultos avaliado imediatamente apds o Ultimo estimulo estressor ter sido aplicado, suficiente
para prejudicar a funcéo reprodutiva.

Mudancas morfoldgicas mais evidentes nos tubulos seminiferos foram observadas no
grupo estresse adulto de avaliagdo imediata. Além dos pardmetros alterados dos tubulos
seminiferos, o peso e o volume testiculares foram reduzidos, caracterizando atrofia do 6rgéo.
Isso mostrou claramente que os efeitos do estresse cronico foram mais pronunciados nos ratos
adultos. Os ratos pré-puberes submetidos ao estresse crénico e avaliados imediatamente apds o
término do estimulo estressor mostraram uma diminuicdo significativa no peso corporal.
Embora os ratos submetidos ao estimulo estressor ndo tenham tido acesso a comida e agua
durante 2 h por dia, os grupos controles também foram submetidos a essa restricdo durante o
mesmo periodo. A perda de peso nos ratos estressados durante a puberdade foi demonstrado
em estudos anteriores (de Souza, Silva et al. 2012). O maior gasto energético em situacdes de
estresse pode explicar a perda de peso (Goldstein 2010). A perda de peso indicou que outros
orgdos podem ser afetados pelo estresse cronico, conforme demonstrado pelos diametros
reduzidos dos tubulos seminiferos nos ratos submetidos ao estresse crénico. As condic¢des de
estresse cronico durante a infancia podem levar a depressao e ansiedade, bem como obesidade
e sindrome metabolica (Goldstein 2010). Criancas e adolescentes com aumento da atividade do
eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal tém maior ganho de peso na idade adulta (Anderson,
Cohen et al. 2006; Goldstein 2010). O estresse cronico causou diferentes e permanentes
(sistémico e testicular) mudancas na idade adulta quando aplicado antes da puberdade. Os ratos
pré-puberes avaliados tardiamente tiveram aumento do peso corporal, indicando uma tendéncia
para a obesidade no futuro. O estresse cronico aplicado antes da puberdade resultou em
importantes alteragcdes testiculares, com alteracGes tardias na idade adulta. Alteragdes
morfolégicas foram encontradas na avaliagdo realizada 6 semanas ap6s o fim do estimulo
estressor, mas nenhuma alteracdo foi encontrada imediatamente. Por exemplo, o espaco
ocupado pelo intersticio foi aumentado, enquanto que o espaco ocupado pelo compartimento
tubular diminuiu somente quando avaliados mais tarde.

Os resultados do presente estudo destacam a importancia de evitar estimulos de estresse
na infancia, visto que ratos expostos ao estresse cronico antes da puberdade desenvolveram uma

reducdo significativa na densidade do compartimento tubular, e um aumento na densidade do
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compartimento intertubular, quando avaliados 6 semanas ap0s o ultimo estimulo estressor.
Como os testiculos ndo apresentaram alteracGes de volume e peso, o compartimento tubular
dos animais parece ter sido reduzido, sugerindo que um efeito tardio do estresse crénico pode
causar comprometimento funcional no futuro. Nenhum estudo investigou os efeitos do estresse
crénico na funcdo reprodutiva em homens que sofreram algum tipo de estresse antes da
puberdade. Almeida et al. (Almeida, Kempinas et al. 2000) mostraram que 0s ratos submetidos
a estimulos de estresse por imobilizacdo antes da puberdade apresentaram reducdo da
fertilidade. Embora o estresse tenha sido mais intenso do que o aplicado em nosso trabalho,
nossos resultados reforcam a ideia de que as mudangas provocadas pelo estresse crénico antes
da puberdade pode ser de carater permanente. Com base nas alteracbes morfolégicas nos
testiculos dos ratos pré-puberes, podemos supor que o dano testicular seja mais permanente se
0 estresse cronico ocorrer na infancia. Os ratos submetidos ao estresse cronico na idade adulta
mostraram varias mudancas na morfologia testicular, nos parametros espermaticos e nos niveis
séricos de testosterona quando avaliados logo apo6s o fim do estimulo estressor. No entanto,
apenas a viabilidade espermaética foi reduzida quando os ratos foram avaliados tardiamente. A
reducdo da viabilidade espermatica foi maior (46%) nos ratos avaliados imediatamente apds o
término do estimulo estressor do que nos ratos avaliados tardiamente (24%). Portanto, os efeitos
do estresse cronico em ratos adultos foram quase completamente revertidos apds a interrupcéo
do estimulo estressor. Algumas alteragdes na producédo de espermatozoides foram relatadas em
até 4 meses apds a interrupcao do estimulo estressor (Nirupama, Devaki et al. 2013). Embora o
estresse cronico tenha promovido alteragcdes significativas nos parametros testiculares
estudados nos ratos adultos, os testiculos recuperaram-se quase completamente apés o fim do
estimulo estressor. Homens com estilo de vida estressante sao mais propensos a problemas de
fertilidade (Nordkap, Jensen et al. 2016). Um relato mostrou que o estresse paterno no trabalho
estd associado com diminui¢do no namero de concepcdes (Lee, Paek et al. 2009). Nossos
resultados sugerem que se houver uma mudanca nos habitos, retirando-se a fonte estressora, 0s
danos podem ser revertidos, e isto deveria ser um fator importante a ser considerado no
tratamento da infertilidade. Ainda, essas mudancas no estilo de vida beneficiaria ndo somente

0 homem, mas também o casal, além de trazer melhorias para a sua vida social.



69

5.2 Pénis

O estresse cronico também pode provocar disfuncéo erétil (Hedon 2003). Esta condigéo
estd relacionada a distirbios psicolégicos e/ou hormonais desencadeados por fatores
estressantes com reducdo principalmente da testosterona (Hehemann and Kashanian 2016). No
entanto, ainda pouco se conhece sobre 0s potenciais efeitos deletérios do estresse cronico sobre
as estruturas penianas, em especial ao principal tecido erétil, o corpo cavernoso.

Algumas condic¢bes conhecidas, como doencas cardiovasculares e tabagismo, podem
desencadear disfuncédo erétil, pois estdo relacionadas a baixas concentracfes de testosterona
sérica (Park, Ko et al. 2012; Canat, Canat et al. 2015). Um estudo realizado por nosso grupo
mostrou que o estresse cronico diminui os niveis de testosterona associada a alteracOes
estruturais do corpo cavernoso do pénis (de Souza, Silva et al. 2012). O presente estudo
observou que somente animais adultos, logo apds o ultimo estimulo estressor, apresentaram
reducdo estatisticamente significativa de testosterona sérica. Isto sugere que animais adultos
sd80 mais vulneraveis a alteracdo hormonal sob situacdes de estresse por imobilizacdo. Este
grupo apresentou as alteragdes estruturais mais importantes.

A erecdo peniana basicamente envolve o relaxamento do musculo liso do espaco
sinusoidal, vasodilatacdo arterial e veno-ocluséo (van Driel 2015). Se alguma dessas estruturas
for danificada, pode prejudicar a erecdo. Neste estudo, os animais adultos estressados de
avaliacdo imediata apresentaram diminuicao significativa da densidade volumétrica do masculo
liso. Também foi observado diminuicdo de fibras do sistema elastico e aumento da densidade
volumétrica do tecido conjuntivo, o que pode comprometer a complacéncia do 6rgdao. Um
estudo realizado em bidpsia de pénis de homens com DE, mostrou reducéo significativa das
fibras do sistema elastico (Costa, Carrerete et al. 2006), o que reforca a diminuicdo da
complacéncia. Foi observado gue nestes animais, as areas do corpo cavernoso avaliadas com e
sem tanica albuginea reduziram. Essas altera¢Oes estruturais associadas a reducdo significativa
da testosterona nestes animais mostram a importancia deste horménio na manutengdo dos
constituintes penianos.

Quando os animais adultos foram avaliados seis semanas apds o ultimo estimulo
estressor, houve recuperacdo das estruturas cavernosas afetadas e dos niveis séricos de
testosterona. Entretanto, nestes animais os indices de testosterona aumentaram, embora nédo
estatisticamente significativo, em relacdo grupo controle, o que pode estar relacionado a um

mecanismo compensatorio. A area da tdnica albuginea, que ndo havia sido alterada com o
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estresse, apresentou-se maior nestes animais. 1sso talvez possa estar relacionado ao aumento
ndo significativo da testosterona. Estes resultados mostraram a importancia da testosterona na
integridade das estruturas cavernosas do pénis. Este dado é ainda reforcado pelo estudo de
Miranda et al. que mostraram que a reposicdo de testosterona em ratos apds dois meses
submetidos a orquiectomia, a musculatura lisa do corpo cavernoso do pénis retorna ao normal
(Miranda, Gallo et al. 2012).

As alteracBGes nos corpos cavernosos peniano dos animais adultos sob estresse cronico,
mencionadas anteriormente, sdo condizentes com alteracdes encontradas na DE. No entanto,
apos longo periodo sem estresse, houve recuperacdo das estruturas cavernosas, concomitante
normalizacdo da testosterona. Este dado € importante, pois homens com DE, em que 0 estresse
¢ 0 agente causador, a indicacdo da retirada do fator estressante nesses individuos pode
normalizar a funcdo erétil sem a necessidade de medicamentos.

De Souza et al. (de Souza, Silva et al. 2012) mostraram que ratos estressados
cronicamente antes da puberdade até a fase adulta apresentam reducdo da testosterona sérica,
do musculo liso do corpo cavernoso e aumento do tecido conjuntivo. Diferente deste presente
estudo, de Souza et al. ndo privaram os animais do grupo controle de &gua e comida. A restricdo
alimentar provoca um aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona em ratos e isso indica
que pode causar um periodo de estresse nesses animais. Embora isso aconteca, € considerado
um estressor de baixa intensidade (Spolidoro, Baroncelli et al. 2011). Baseado nesta informagao
podemos sugerir que a restricdo alimentar nos animais do grupo controle pode ter provocado
um estresse de baixa intensidade, e por isso nossos resultados diferem dos resultados
encontrados por de Souza et al. (2012).

No entanto, o que chamou a atengdo foram as altera¢Ges observadas no grupo pré-pubere
avaliado tardiamente. Foram observadas que nestes animais as fibras do sistema elastico
sofreram reducdo significativa. Esta alteragdo pode comprometer a complacéncia do 6rgéo e
prejudicar a erecdo. Em homens, ndo existem dados na literatura sobre os efeitos a longo prazo
no pénis apds serem submetidos a situaces de estresse cronico antes da puberdade. Este é o
primeiro estudo que mostrou que o estresse cronico aplicado antes da puberdade pode lesionar
uma estrutura do corpo cavernoso peniano na idade adulta, mesmo ap6s longo periodo sem
estimulo estressor. Isso pode explicar ou ajudar na elucidacdo de questdes relacionadas a
problemas de erecdo em adultos que sofreram algum tipo de estresse na infancia. Este resultado
mostrou a importancia de se evitar na infancia a exposicdo a fatores estressantes, cujas

consequéncias podem se manifestar na idade adulta.
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Embora o estudo tenha utilizado ratos para estudar os efeitos do estresse crénico no
corpo cavernoso peniano, mostramos, baseados em estudos anteriores, que ainda s&o
considerados bons modelos. Pinheiro et al. (2000) mostraram que existem diferencas quanto a
disposicdo e quantidade dos principais componentes do corpo cavernoso do pénis do rato
comparado ao do homem, e ressaltam a importancia desse conhecimento para utilizacao desses
animais como modelos experimentais para DE (Pinheiro, Costa et al. 2000). Quando se compara
estudos experimentais nesses animais com estudos clinicos em homens, o corpo cavernoso do
pénis de rato se comporta de maneira similar ao do homem na presenca de baixas concentragoes
de testosterona (de Souza, Silva et al. 2012; lacono, Prezioso et al. 2012). Estas considerag¢oes
mostraram que o rato pode ser considerado um bom modelo.

A funcdo erétil desses animais ndo foi avaliada. Contudo, fundamentado em nossos
resultados, podemos afirmar que o estresse cronico é prejudicial ao corpo cavernoso peniano,
aplicado antes ou ap6s a puberdade, e pode estar associado ao aparecimento de disfuncao erétil.
Um estudo em ratos mostrou que a funcdo erétil pode ser comprometida por estresse por
imobilizacdo. Ao estimular 0 nervo cavernoso nesses ratos, tanto a pressao intracavernosa
quanto o tempo de detumescéncia diminuiram (Bal, Murat et al. 2009). Mesmo que ndo sejam
observadas alteracgdes significativas logo apos o ultimo estimulo estressor no grupo pré-pubere
de avaliacdo imediata, estas ndo podem ser ignoradas, pois podem manifestar-se muito tempo
depois. Esse fato importante deve ser considerado, ndo devendo ser um fator excludente na
avaliacdo da disfuncdo eretil.

O estudo foi realizado em um modelo animal dentro de condigfes experimentais
controladas, de modo que os resultados podem ndo representar exatamente 0s eventos que
poderiam ocorrer em homens estressados. As alteragOes testiculares e penianas podem variar
de acordo com o tipo, intensidade e duracdo do estimulo estressor, bem como a idade do
organismo. Portanto, as diferencas entre os resultados do presente estudo e a literatura

pertinente ao assunto podem ser imputadas a esses fatores.
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CONCLUSOES

O estresse cronico induziu alteracfes testiculares e penianas antes e ap6s a puberdade.
As mudancas foram mais significativas quando o estimulo estressor foi induzido na idade
adulta. A maioria das alteracdes identificadas nos ratos estressados durante a vida adulta séo
revertidas apds o fim da inducédo do estimulo estressor.

Nos ratos estressados antes da puberdade, as alteracdes testiculares e penianas sao mais
evidentes apos longo periodo sem o estimulo estressor.

Estes resultados sugerem que o estresse cronico pode estar relacionado a problemas

ligados a fertilidade masculina e disfuncéo erétil.
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APENDICE A - Solugdes utilizadas no experimento

A - SOLUCAO DE BOUIN

e 70% Acido picrico saturado (700 mL)
e 25% Formaldeido (250 mL)
« 5% Acido acético glacial (50 mL)

B - FORMALINA TAMPONADA

Formalina tamponada neutral (pH=7,4) de Lillie

o Formaldeido pa (40%0) .....cccceevevveieeiese e 100ml
¢ Na2HPOu4 (Fosfato de sddio bibasico anidro pa).............. 6,59
¢ NaH2P0O4H20 (Fosfato de sédio monobasico, pa)............ 4,09
o Agua destilada.............ccooeveeeerereeeerieeieeeeee e 900ml

* Gotejar NaOH ou HCI na solucéo até conseguir o pH desejado

C -PBS - solucgéo estoque — PH 7,2

o NaCl (Cloreto de sOdi0) ........ccceevvviveieeiieiiece e 40,09
o KCI (cloreto de potassio) ........cccceverererenenieinennen, 1,09
® NaH2PO4 ..o 1,09

® NA2HPO4 ... 5,759
o Agua destilada ...........c..ccoveveeeereieeeeceee e 1L

* Diluir 1:10 para solucéo de trabalho

D - PBS/BSA 0,5%

¢ 0,5 g de Albumina Sérica Bovina
¢ 100 ml PBS — Solugéo trabalho
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APENDICE B. Protocolos de ensaio imunoenzimatico e de histoquimica

A - METODO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Andlise de testosterona sérica

¢ Os reagentes devem atingir a temperatura ambiente antes do uso.

¢ Os calibradores, controles e as amostras devem ser testados em duplicata.

e Uma vez que o procedimento tenha sido iniciado, todas as etapas devem ser
cumpridas sem interrupcao.

e Preparar as solucgdes de trabalho da testosterona Livre conjugado e tampao de
lavagem. Pipetar 50ul de cada amostra de controle, calibrador e amostras nos pogos
devidamente identificados.

e Pipetar 100ul da solucao de conjugado de trabalho em cada poco.

e Agitar suavemente a placa por 10 segundos, e em seguida incubar a placaa 37 ° C
durante 1 hora.

e Lavar os pocos trés vezes com 300ul de tampéo de lavagem por pogo

e Tocar a placa firmemente contra o papel absorvente, para garantir que ele esteja
seco. Pipetar 150l de substrato de Tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio (TMB)
para cada poco a intervalos de tempo

e Incubar a placa a 37 ° C durante 10-15 minutos (ou até que o calibrador 0 alcanca a
cor azul).

e Pipetar 50ul de solucdo de paragem em cada po¢co com 0s mesmos intervalos de
tempo tal como feito com o substrato TMB.

e Ler a placa num leitor de microplaca a 450 nm dentro de 20 minutos apés a adi¢do

da solugéo de paragem.
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B - HISTOQUIMICA

Hematoxilina e eosina

e Desparafinar em estufa a 60°C (10 minutos)

e Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

¢ Hidratar em duas mudas de alcool absoluto (5 minutos cada)
¢ Hidratar em alcool 90%, 80% e 70% (3 minutos cada)

e Lavar em agua destilada (1 minuto)

e Corar em hematoxilina de Delafeld (3 minutos)

e Lavar em agua corrente (3 minutos)

e Corar em solugédo aquosa de eosina (1 minuto)

e Lavar em agua destilada (1 minuto)

e Desidratar em élcool 70%, 80% e 90% (1 minuto cada)

e Desidratar em duas mudas de &lcool absoluto (3 minutos cada)
e Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Montar com entellan e laminula

Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidacao

e Desparafinar em estufa a 60°C (10 minutos)

e Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)
e Hidratar em &lcool absoluto e 90% (3 minutos cada)

¢ Oxidacdo em Oxona (45 minutos)

e Lavar em agua corrente (3 minutos)

¢ Desidratar em alcool 70% e 90% (3 minutos cada)

e Corar em solucdo de Weigert (60 minutos)

e Hidratar em alcool 90% e 70% (3 minutos cada)

e Lavar em &gua destilada (1 minuto)

e Corar em solucdo de orange G (10 segundos)

e Lavar em agua destilada (1 minuto)
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e Desidratar em alcool 70%, 90% e absoluto (3 minutos cada)
e Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Montar com entellan e laminula

Tricromico de Masson

e Desparafinar em estufa a 60°C (10 minutos)

e Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Hidratar em alcool absoluto, 90%, 80% e 70% (3 minutos cada)
e Lavar em agua destilada (1 minuto)

e Corar em solucdo de hematoxilina de Delafeld (2 minutos)
e Lavar em agua corrente (3 minutos)

e Corar em solucdo de Ponceau-fucsina acida (5minutos)

e Lavar em agua destilada (5 minutos)

e Imergir em acido fosfomolibdico 1% (5 minutos)

e Corar em solucdo de azul de anilina (2 minutos)

e Imergir 2x em agua acética 1% (5 minutos cada)

¢ Desidratar 2x em alcool absoluto (3 minutos cada)

e Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Montar com entellan e laminula
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Immediate and late effects of chronic stress in the
testes of prepubertal and adult rats

Carina T Ribeiro', Diogo B De Souza', Waldemar S Costa’, Francisco | B Sampaio',
Marco A Pereira-Sampaio*

The objective of this study was to investigate the effects of chronic stress on the testes of prepubertal and adult rats and to evaluate
whether any alterations could be reversed when stress induction is ended. Seventy-six male rats were assigned to eight groups
depending on the type of treatment (control or stressed), the age at which stress was Initiated (prepubertal or adult), and the time of
evaluation (immediate or late), Stress stimuli were applied for 6 weeks. Stressed prepubertal and adult rats evaluated immediately
after the last stress stimulus were included in SP-1 and SA-I groups, respectively, The late prepubertal (SP-L) and adult (SA-L)
groups of stressed rats were evaluated 6 weeks after the last stress stimulus. Age-matched rats were used as controls (CP-1, CA-1,
CP-L, and CA-L groups). Application of stress stimuli to rats in the SP-1 group resulted in body weight and seminiferous tubule
diameter reduction. The rats in the SA-l group also showed several functional (testosterone level and sperm parameter) and
morphological (testicular welght and seminiferous tubule diameter) reductions, The rats in the SP-L group showed Increased body
weight and intertubular compartment volumetric and absolute densities and reduced tubular compartment volumetric density.
The rats in the SA-L group presented only reduced sperm viability, Stress stimuli promoted changes in the rats in all the study
groups. The testes of the adult rats were the most affected by chronic stress. However, the stressed adult rats recovered well from

the testicular alterations,

Asian Journal of Andrology (2018) 20, 1-7; doi: 10.4103/aj2 aia_68_17; published oniine: 30 January 2018

Keywords: chronic stress; morphometry; rat; testis

INTRODUCTION

Stress may be characterized as a reactive process that triggers systemic
und behavioral responses related 10 a set of physiological changes. This
condition |s important as it enables the org to respond 1o different
situations.! However, prolonged stress has a destructive effect on tissues,
inhibiting several bodily activities and negatively influencing cellulur
proliferation and differentiation.’

Several studies have demonstrated that chronic stress leads 1o
morphological and functional alterations in the testes. Rats subjected
10 chronic stress stimull showed impaired sperm production and
reduced serum testosterone levels.! Experimental studies have also
demonstrated reduced testicular weight,'! with several histological
alterations* * in stressed rts

The Influence of psychosocial stress on testosterone levels and
semen quality has been also demonstrated in men. Gaay ef al.” found
# strong association between work stress and low testosterone level
Furthermore, psychosocial viress was assoclated with decreased semen
quality in fertile men,* Male occupational stress is also associated with
sperm damage” and decreased number of conceptions.” Healthy men
were examined to evaluate several socio-psycho-behavioral factors
in China, and psychological stress is associated with semen quality.”!

Despite several reports of the Influence of stress stimull on the
teates, one important point has not been addressed, which ks whether

recovery from testicular damage after exposure to stress stimuli
is possible. Furthermore, some studies focused on prepubertal
individuals, while others investigated adult individuals, but no study
has compared prepubertal and adult animals subjected to the same
stress stimuli.

Thus, the objectives of the present study were 1o evaluate the
testicular alterations in prepubertal and adult Wistar rats subjected
to chronic stress and to investigate whether the potential chromic
stress- induced testicular alterations could be reversed after termination
of the stress stimuli.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Seventy-six male Wistar rats were used In the experiments. The
animals were allocsted into two groups as follows: prepubertal
rats (n = 40, 4 weeks old) and adult rats (n = 36, 10 weeks old),
with mean weights of 84.8 g and 283.4 g. respectively. The rats were
kept in a temperature-controlled room (22 £ 1%C) with an artificial
dark-light cycle (lights on from 7:00 am. to 7:00 pm,) and fed
standard rat chow and water ad libituem, The Animal Care and Use
Committee of the State University of Rio de Janeiro (Brazil) approved
the handling of the animals and the study design {protocol number
CEUA/004/2015).

Urogen el Research Unit, Ssate Uniwerstty of 5o de Jarsmn, Rio de Janewo, 5 20561 -030. Brasl; "Departmaent of Morphology, Flummanse Fedoral Universty, Nitero

RJ 24210-1%50, Brand
Comespondence: Di. D8 De Souza (diogubenchimohygrmail com)
Recotmd 20 Jurw 2017, Accrpted: O7 Nowerter 2017
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Experimental design

Four groups of age-matched (prepubertal and adult) rats categorized by
uge were used to evaluate the immediate effects of stress stimuli at the
beginning of the experiment. The SP-1 group (n = 10) was composed
of 4-week-old rats (stressed prepubertal animals killed immediately
after 10 weeks of life) and the SA-1 group (n = 9) was composed of
10-week-old rats (stressed adult animals killed immediately after 16
weeks of life); both groups were subjected to the same stress stimuli,
We compared each of these groups with age-matched contral groups:
CP-I group (n = 10, control prepubertal animals killed immediately
after 10 weeks of life) and CA-1 group (n = 9, control adult animals
lilled immediately after 16 weeks of life) (Table 1),

The SP-1 and SA-1 groups were subjected to chronic stress using the
immobilization method."” Each animal was kept in a rigid opaquie plastic
tube for 2 h daily to restrain its movements during the 6-week period.
The plastic-restraint tubes with different diameters and lengths were
adjusted weekly depending on the rats’ size (Supplementary Figure 1),
Meanwhile, the control groups (CP-1 and CA-[) were kept under
normal conditions and not subjected to any stresses. Control groups,
08 well as stressed groups when under stress stimull, were deprived of
food and water for 2 h per day. All the animals were killed 24 h after
the last day of stress stimuli application when the rats were 10 (SP-1
und CP-1) and 16 weeks old (SA-Tand CA-1).

Furthermore, to investigate whether the potential changes caused
by the stress stimuli were transitory or permanent, we studied four
othet groups, These groups were categorized by the same age used
previously and subjected to the same stress stimuli protocol. However,
they were evaluated much later, at 6 weeks after the end of the stress
stimull (what represents the same period that they were subjected 1 W
stress), Thus, we had the ruts in the SP-L prepubertal (n = 10) and
SA-L adult groups (1 = 9) subjected to stress stimuli during the 6 week
period (i.c., until their 10° and 16* weeks of age, respectively). These
groups of rats were killed at 16 and 22 weeks of age, respectively. The two
age-matched control groups, CP-L (n = 10) and CA- L(na9).hpl|d¢
normal conditions throughout the study were used for comparison. All
the animals were killed using isofturane (Forane, Abbott Laboratories,
Buenos Alres, Argentina) inhalation until curdiac arrest.

Testosterone and sperm analyses
Just before death, blood sample was collected by heart puncture for

Table 1: Experimental groups

Geawp name Description
Cantrol groups
CP Contral animais aged & wesks (prapubertal) included in the
snmediate group
CA-l Caotral svimals aged 10 weeks (adult) ieciuded in the
smmediate goup
cP.L Control snimaly agnd 4 weeks (preputertsl) includad in the
ate group
CA-L Control animals agod 10 weeks (adult) inciuded in the ot
goup
Stress groups
SR Animals subjected 1o chromic stress from 4 weeks of
age (prapubertal), kilied smmediately after 10 weeks of ife
SA Animals subected 10 chionk stress from 10 wesky of
age (adutt), killed immadiately after 16 weeks of lite
5P Animals subected 10 chroni stress from 4 weoks of
agu (propubartal), kidled immediately after 16 weeks of life
SA-L Animals subected 10 chioni strass from 10 woeks of

age (adult), kolled immediately sfler 22 weeks of life
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the determination of estosterone levels using o available
etzyme-linked immunosorbent assay kit (Cat. ADI-900-065, Enzo,
New York, NY, USA; sensitivity of 567 pg ml )"

During testicular harvest, the epididymal tail was sectioned in
five fragments and bomogenized in 5 ml of phosphate-baffered saline
with 0.5% bovine serum albumin (A%647, bovine serum albamin,
Sigma, Frederick, MD, USA) under 37°C, This homogenized solution
was denominated the spermatic solution. This solution was observed
in & Neubauer chamber to determine spermatozoa concentrations
and motilities. In addition, sperm viability was assessed using the
hypo-osmotic test;'* 200 spermatozoa per rut were evaluated blindly
in different fields."

Biometrical and morphometrical analyses
The rats were wetghed before they were killed; this was considered as the
final body weight, expressed in grams. Both testes were dissected from their
sppendages, and their weights and volumes were measured by Scherdel
method.” The right testis was fixed in Bouin solution by immersion
for 24 h, followed by immersion in 3.7% formaldehyde (Formaldeido,
Isofar, Duque de Caxias, Brazil) for at least 48 h. Furthermore, the
samples were sliced transversely and processed for paraffin embedding
to obtain 5-pm-thick histological sections. Marphometric analyses were
performed in hematoxylin and cosin (H&E)-stained sections using
a microscope (BX51, Olympus, Tokyo, Japan) coupled with a digital
camera (DP70, Olympus). All images were saved in the tagged image file
format (4T at o resolution of 2040 x 1536 phels. ™

* For each rat, the diameters of 125 cross sections of seminiferous
tubules were measured on images obtained at %100 magnification. At
Jeast 25 fields were captured for this analysis using the straight.-line tool

.‘MW)M(NMW&JMWMD
- USA). Only round-section tubules were considered, and the straight

Iitse always crossed througgh the center of the tubules. The seminiferous
epithelium height was also messured in 125 tubules per rat using insages
abtained at x 200 magnification. For this analysis, three equidistant lines
were drawn from the tunica propria of the seminiferous tubules to the
last germinative cell, thus excluding the spermatozoa. The mean of these
three lines was considered as the helght of that seminiferous tubule

The volumetric density (Vv) of cach testicular structure was
assessed using the point counting method." For each rat, 25 fields
randomly captured were evaluated. Briefly, using the Image] software,
2 99-point grid was superimposed over lmages at x400 magnification.
However, 1o overlay the grid, the area of the image wan previously
measured using the “measure” tool of the Image] software. Each
structure touched by the grid point was counted using the “cell
counter” tool of Image]. The density was determined as a percentage
of the analyzed field, In this way, we quantified the Vv of the tunica
propria, seminiferous epithelivm, tubular lumen, and intertubular
compartment, The sum of the Vv (tunica propria), Vv (seminiferous
cpithelium), and Vv (tubular lumen) was considered the Vv (tubular
compartment). The points on the interstitial space were considered
the Vv (intertubular compartment). For each parameter, the result
was expressed as a percentage and calculated from the average of the
results of each analyzed image. Furthermore, the absolute volume (Av)
of each of the aforementioned structures was calculated by multiplying
the testicular volume by the Vv of each structure. This parameter was
expressed in milliliters. For this purpose, the following formula was
used: ¥ (analyzed structure) volume = (VW [ Y]1/100 x testicular volume)

The protocols used for morphometrical analyses are presented
in u Supplementary Document 1 und tlustrated s Supplementary
Figure 2.



Statistical analysis

All parametric values were analyzed wing the Kolmogorov-Smirnav
normality test, and all sample data were normally distributed (Gaussian
distribution), The mean values in each group of rats subjected to
stresy stimull were compared with those of the corresponding control
group using the Student’s r-test. All analyses were performed with the
GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software, San Diego. CA,
USA). Mean differences were considered significant when P < 0.05,
All results are presented as mean ¢ standard deviation.

RESULTS

Immediate effects of stress stimuli on the testes

Serum testosterone levels were altered only in the animals subjected
to chronic stress in adulthood. The SA-T group showed a decrease
of 21% In testosterone levels in comparison with the CA-l
group (8.83 + 1,53 ng ml™' vs 1125 + 2.14 ng ml, P = 0.04),
These data ure represented in Figure 1. No significant difference in
serum testosterone level was observed between the SP-I and CP-1
groups (11,93 4 1.21 ngml™ v5 13.00 £ 1.67 ng ml; P = 0.23).

Spermatic changes were found only in the animals subjected to
stress in adulthood. Sperm motility decreased by 19% in the SA-| group
(43.4% £ 10.1%) as compared with that in the CA-I group (54.1% +
5.0%). Furthermore, sperm viability was reduced by 46% in the SA-1
group (8,8% 2 2.3%) as compared with that in the CA-l group (16.4%
4 3.6%). No significant differences in the evaluated sperm parameters
were observed between the SP-1 and CP-1 groups. All sperm-related
analysis results are listed in Table 2.

The final body weight was reduced by 14% in the
SP-T group (177 + 15.8 g} as compared with that in the CP-1
group {206 + 11,0 g), different from that of the animals subjected to
chronic stress in adulthood, where the final body weights did not show
a significant difference between the groups SA-1and CA-L On the other
hand, the testicular weights and volumes both reduced by 12% in the
SA-Igroup (1,652 0.17 gand 1.69 £ (.17 ml, respectively) as
with those in the CA-1 group (187 + 0.23 g and 1.93 + 0,10 ml,
respectively), different from those in the SP-1 and CP-1 groups, where no
significant difference in the testicular weights and volumes was found.

The SP-1 group showed a seminiferous tubule diameter of
282 4 103 pm, which was reduced by 4%, when compared with that
in the CP-1 group (293 = 3.7 um, Figure 2). However, no significant
differences in all the other morphometric parameters analyzed were
found between the groups. All the biometrical and morphometrical
data of the rats in the SP-1 and CP-I groups are listed in Table 3. The
immediate effects of chronic stress on testicular morphology induced

0 4

Tewusstararn sevan fevel (ng o4 )

LA LA

Figure 1: Thnemmdchmmcmn mulonlm:mnn testosterone fevels
In the adult group, sh it distely after the énd of stress
stimuli. The mmllmmlmnd Iimmediately sfter the and of shress
stimul: showed a decrease of 21% in testosterona levels in compasison with
the control aduit group. Data are expressed as the mean + standaed deviation.
CA-I: adult rats of control group Immediately ana'yzed: SA-|; adult rats of
siress group immediately analyzed,
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more changes when it occurred in adulthood. The semintferous tubule
diameter was reduced by 6% in the SA-1 group (286 = 141 um) as
compared with that in the CA-1 group (305 £ 8.7 pum). The seminiferous
epithelinum Vv of the raty in the SA-1 group (54.6% + 1.4%) increased by
9% as compared with that of the rats in the CA-1 group (50.3% + 1.9%),
“The tubular fumen Vv (31.8% + 1.2%) and Av (0.5 £ 0.1 ml) in the SA-I
group decreased by 11% and 17%, respectively, as compared with those
(35.8% £ 2.2% and 0.6 2 0.1 ml, respectively) in the control groups. No
significant differences in the other morphometrical parameters analyzed
were found between the groups. All biometrical and morphometrical
data of the SA-T and CA-I groups are listed in Table 3.

Late effects of stress stimuli on the testes

The animals subjected to chronic stress before puberty and in
adulthood did not show significant changes in serum testosterone level,
when assessed 6 weeks after the end of the stress stimull. The serum
testosterone levels of the SP-L and the CP-L groups were 11.85 £ 1.91
and 12.03 + 259 ng ml', respectively (P = 0.89). The SA-L and
CA-L groups presented serum testosterone levels of 1259 + 2.17 and
10,08 + 2,43 ng ml ', respectively (P = 0.10).

As in the SP-1 and CIV1 groups, the animals of groups SP-L and
CP-L also did not show any significant changes in semen. However,
sperm viability was reduced by 24% in the SA-L group (159% *
3.2%) as compared with that in the CA-L group (21.1% £ 3.6%). All
sperm-related analysis results are listed in Table 2.

The final body weight increased by 14% in the SP-L group
(S”tJS.Zg)ummpandwnhthnmlluCP Lgroup (331 £239¢).,
These data are listed in Table 3. No significant differences were found
in the final body weight analyses between the SA-L and CA-L groups.

- All blometrical and morphometrical data of the SA-L and CA-L groups

are listed in Table 3. Regarding the testicolar weights and volumes, no
significant differences were observed between the grougs.

Different from the rats evaluated immediately after the stress period,
the animals assessed 6 weeks after the last stress stimulus showed
significant morphological changes only between the SP- L and the CP-L
groups. Tubular compartment Vv decreased by 2% in the stressed group
(91.2% + 0.7%) as compared with the control group (92.5% + 0.9%). By
contrast, the Vv and Av of the intertubular compartment increased by

Table 2: Effect of chromic stress on sperm comcentration and motility
and viability of rats stressed before puberty or in the aduithood

Controi group Siress grovp P

Prepubertad - Immudiate

Concentration (x10* mi') 1.3:07 1.1:08 Q.72

Motility (%) A9.5:125 398=217 0.24

Viabality (%) 12,0240 11,0222 054
Adult -« immediate

Concentratian (x10* ml'} 22215 18215 0.20

Motility (%) 54.1:50 4342101 00!

Viabadity (%) 16.8236 BB:23 G101
Prepubartal — late

Concentration (=10* mi~') 1.4:02 1.1+05 020

Mactility (%) 529289 4692125 0.32

Viabality (%) 103238 90:48 0.55
Adurt - late

Concentration (x10* mi) 1.6:1.2 1.6:08 1.00

Motinity (%) Al 8:21a3 301254 078

Viatsity (%) 211236 159232 <01

Data expressed oy mmanes @ w0 sandad deviation
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Table 3: Biometrical and morphometrical data of prepubertal and adult rats submitted to cheonic stress

cPy SPY P CAJ SA-I F AL sAd L3 CA-L SAL F

Final booy weignt () 2062110 1774158 <001 3532328 342:283 085 3312239 3782352 <001 4062463 3IF5:31.0 056

Testicular weght (g) 1.7:0.1 1.7:0.1 031 19:02 16202 <001 19:01 18201 0.06 18:02 18:01 031

Testicula valume (m() 1.8:0.1 L7402 05] 1620 1.7:0.2 <001 19201 18401 062 18202 18:01 Q081

Seminitarcus epitheiium 550211 536226 009 516202 513238 08 56523 558218 045 517221 512:15 064
hasght {pm)

Seminiforous tubule 293237 2822103 002 305:8.7 2862141 <001 290273 2912122 079 302263 300:4% 038
Sameter (um)

Seminiforcus epithelium 54,2413 558245 037 503218 5462148 <001 579225 57.9:14 095 534216 528:11 038
Wi

Tunica proprin ¥ (%) 14:05 37:06 037 16204 34:06 055 29405 27:07 032 19:06 3B:05 0S5

Tutular lumaen Yy (%) 322217 30853 050 358222 318212 <001 317228 306219 034 V4216 33816 008

Tubular compartment 899214 903:16 05 897214 59Bal.] 085 92509 91.2:07 <001 59818 90409 035
Wi

Intertubiular 100214 96216 057 102«14 101:1l] 0B85 74:09 8707 <001 1012183 9509 035
compartment Vv (%)

Seminiferous epithelium  0.5:0.1 1001 026 0.5:01 09201 0.68 1101 11201 055 10:01 10:01 070
Av (mil)

Tunica propria Av iml) 0052001 0.06:0.01 033 0064001 005001 024 005001 005001 044 0072001 0062001 055

Tubular lamen Ay (mi) 06201 0.5:01 061 06201 05201 0.02 0.6£0.1 06201 082 06201 06201 049

Tubular compartmant 16202 1602 099 16202 1.5¢0.1 0.30 1.7:0.1 1.7s02 065 16202 16201 0.96
Aviml)

Intertutiular Q174003 0,16:003 059 0.18:002 0.17+002 033 0.13:001 0162002 001 0172002 0.17:002 095
compantmaent Ay (mi)

Duats septoand o muanand o 4 Vo ok donsity) A atsoiite wsiuse OF |, prepubertsl caty of corbod greup surmdiiely atelysed, CA L stult rals of

vorirol grosp mmediately ansipted; CP L preputertsl rats of cortesl poup ‘adely svatyred, CAL soudt rats of control pose lately snsfyeed, 5P preputertsl rals of stress poww
imivetalely adyrnd. SAL sdull rets of wess ey snmedatety smalyoed S L prapeberts caty of sress goup teiety atwiied, BAL sdu® raty of atnes grosg (ately analyaed

Figure 2: Photomicrograghs of the cross section of seminiferous tubules. The
images on the top row (8 and b) are from the prepubertal group and those
on the bottom row (€ and @) are from the adult group, the analysis results of
both samples were collected immediately after the and of stress stimull, The
images () and (c) are from the control groups. The images (b) and (d) ae
from the stressed groups (HEE: x400). Scale bars = 50 um,

18% and 23%, respectively, in the SP-L group (87% £ 0.7% and 0.16 2
0.02 ml, respectively) as compared with those in the CP-L group (7.4%
= 0.9% and 0.13 £ 0.01 ml, respectively). No significant difference
in testicular morphology wis observed between the SA-L and CA-L
groups. Histological ficdds are presented in Figure 3.

DISCUSSION

Testicular morphology and function depend on adequate
microenvironment-related conditions such as adequate temperature,
blood supply, and hormonal stimudation, ™ Stress, especially when it is
repeated or chronic, activates the hypothalamsic- pituitary-adrenal axis,
which in turn affects the function of the hypothulamic- pituitary-gonadal

Asian Journal of Andrology ‘

Figure 3: Photomicrographs of & cross section of seminiferous tubules. The
images on the 1op row (8 and b) are from the prepubertal roups and those on
the bottom row (¢ and @) are from the adult groups. both showing alterations
occurring 6 weeks after the end of the strass stimuly, The images (a) and (¢)
are from the control groups. The images (B) and (d) ae from the stressed
Rroups (H&E: x400). Scale bars = 50 um

axis. Consequently, this mechanism reduces the amount of sex
hormones (testosterone and estrogen) in stressed individuals.”

As the testes are the main producers of testosterone. which is
essential to maintain regular testicular function, morphological and
functional alterations are expected in the testes of stressed individuals,
This is the first study to assess the immediate and late effects of chronic
stress in the testes of prepubertal and adult rats

In this study, chronic stress was more harmful when it occurred
in adulthood and was evaluated immediately, For example, serum
testasterone levels decreased only in the adult rats subjected to
stress stimull, but in a Jong-term evaluation, the serum testosterone
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levels were normal. Chronic stress Increases glucocorticoid levels,™
thercby suppressing the release of gonadotropins and acting directly
on Leydig cell receptors, inhibiting testosterone biosynthesis." This
could explain the low levels of the male sex hormone in the stressed
adult rats and the recovery of the serum testosterone levels in the adult
animals when testosterone biosynthesis was not inhibited anymore.

Changes in such sperm parameters as viability and motility weee
found only in the rats subjected to chronic stress stimuli in adulthood.
This could be explained by their low serum testosterone levels, as the
hormone s important for spermatogenests and spermiogenesis.” By
contrast, the study by Nirupama ef al*' demonstrated alterations in
sperm concentrations in adult rats subjected to stress for 60 days.
Probably, changes in sperm concentration only become conspicuous
after longer periods of stress. Although the stress indusced in the adult
rats in this study was not enough 1o reduce sperm concentration, it
reduced sperm motility { 19%) and viability (46%) in SA-1 group when
evaluated immediately after the last stress stimulus was applied, enough
to impair the reproductive function.

In addition, the greatest morphological change in the seminiferous
tubules was found in the SA-1 group. Besides the altered parameters
of the seminiferous tubules, the testicular weight and volume were
reduced, suggesting atrophy of the organ, This clearly demonstrated
that the effects of chronic stress were more pronounced in the adult rats.

On the other hand, the prepubertal rats subjected to chronic stress
and evaluated immediately after the end of the stress stimuli showed
o significant decrease in body weight, Although the rats subjected to
stress stimuli were unable to access food and water for 2 h per day,
the control groups were also subjected to this restriction during the
same period. The weight loss in the stressed rats during puberty was
demonstrated in earlier studies.” The higher energy expenditure in
streas situations may explain the weight lou“'ﬂnwmhhmdicld
that other organs could be affected by the chronic stress, 28 shown by
the reduced diameters of the seminiferous tubules in the rats subjected
to chronic stress,

Chronic stress conditions during childhood can lead to
depresston and anxiety, as well us obesity and metabolic syndrome
In addition, children and adolescents with inc d hypathalarmic-
Pltuitary-adrenal axis activity have greater weight gain in adulthood =
Chronic stress causes different and permanent (systemic and testicular)
changes in adulthood when applied before puberty, These rats had
chevated body weights, indicating a tendency for obesity in the future.

The chronic stress applied before puberty resulted in important
testicular changes, with late alterations in adulthood. Marphological
changes were found in the assessment performed 6 weeks after the
end of the stress stimuli, but no alteration was found immediately after
the last stress stimulus was applied. For example, the space occupied
by the interstices increased, while the space occupled by the tubular
compartments decreased only when these parameters were evaluated later.

The results of the present study highlight the extreme importance
of avoiding stress stimull in prepubertal rats, as rats exposed to chronic
stress before puberty developed a significant reduction in the tubular
compartment Vv and an increase in the intertubular compartment
Vv when evaluated 6 weeks after the last stress stimulus was applied.
As the testes did not present volume and weight alterations, the
tubular compartment of the animals seemed reduced, suggesting that
i late effect of chronic stress could cause a functional impairment in
the future. No study has investigated the effects of chronic stress on
reproductive function in prepabescent men. However, Almelda of al "
showed that rats subjected to stress stimull by immobilization before
puberty had reduced fertility. Although stress is more intense than that
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applied in our work, our results reinforce the idea that changes caused
by chronic stress before puberty may be more permanent. Based on the
morphological alterations in the testes of the prepubertal rats, we can
suppose that testicular damage woold be more permanent if chronic
stresses occur in childhood,

The rats subjected to chronic stress in adulthood showed several
changes in testicular morphology, spermatic parameters, and serum
testosterane levels when evaluated just after the end of the stress stimull.
However, only sperm viability was reduced when the rats were assessed
late. Moreover, the reduction in sperm viability was higher (46%) in the
rats evaluated immediately after termination of the stress stimuli than
in the rats evaluated late (24%), Therefore, the effects of chronic stress
stimuli in adult rats were almost completely reversible after interruption
of the stimulus, Some changes in spermatozoa production have been
reported even 4 months after the interruption of the stress stimulus.”

Although chronic stress promoted significant alterations in the
testicular parameters in the adult rats, the testes recovered almost
completely after the end of the stress stimulus. Such results could
stimulate a change of routine activities in men with fertility problenss
who live a stressful life. Although the stress in rats and men are not
the same, men with stressful lifestyles are more prone to fertility
problems.™ A report indicated that paternal stress st work is associated
with a decrease in the number of conceptions.” Our result suggests
that withdrawal of stress factors In men may improve fertility, and this
could be an important factor 1o consider in the treatment of inferulity.

- More studies on the subject area are necessary, as the present study
had a few limitations. The study was performed in an animal model
within controlled experimental conditions, so the results of this study

_ may not represent the events that occur in stressed men. Furthermore,

testicular alterations may vary according to the type, intensity, and
“duration of the stress stimulus, besides the age of the individual. Thus,
the differences related to these factors may explain the divergences
presented between our results and other reports from the literature.

CONCLUSION

The results of the present study showed that chronic stress induced
before or after puberty bed to testiculur alterations in rats, Nevertheless,
the changes were more significant when the stress stimuli were induced
in aduithood; however, the alterutions identified in the rats stressed
during adulthood may almost completely reverse after the end of the
stress-inducing stimuli. On the other hand, in the rats stressed before
puberty, testicular alterations appeared to be more permanent and
scemed to increase even after the end of the stress stimuli.
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Effects of chronic stress on the testis
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SUPPLEMENTARY DOCUMENT 1

Seminiferous tubule diameter

1. Analyzed diameter of 125 seminiferous tubules in each testicle (5 tubules in 5 fedds of 5 cuts) was measured

Images were captured under 100 magnification

Image] software for analysis

Open the ool file and after that, open the ruler with the same resolution and size of the image captured for calibration

Open the image file to be analyzed

Open the straight line tool

Use the straight line tool, drawing a line from the tunica propria of one pole to the other of the tubule passing through the center of the
tubule, The result of the analysts of cach testicle was considered to be mean of the 125 diameters measured, expressed in um.

B o

Analyzed diameter of 125 seminiferous tubules in each testicle (5 tubules in 5 ficlds of 5 cuts) was measured

Images were captured under 200 magnification

Image] software for analysis

Open the tool file and after that, open the ruler with the same resolution and size of the image captured for calibration

Open the image file to be analyzed

Open the straight line tool

Draw three lines (using the same tool used for the diameter) that extend from the tunica propria to the lumen of the seminiferous tubule,
excluding spermatozoa, Therefore, here we do not consider the spermatozoa as cells that make up the epithelium seminiferous. The
three lines were distributed in such a way that they were equidistant. The average of these three lines was considered as the height of the
epithelium of that seminiferous tubule.

MR-

%M«ﬁcdenmypmocd

25 fields randomly captured were analyzed for each rat

Images were captured under x400 magnification

Tmage] software for analysis

Opmuumpﬁkmhmdmiwmmmmmpﬂhm measure” In the “analyze” bar.

Open the plugin "Grid” :meﬂlhmmnd-mdlbewumwtw:m - Supplementary Figure 2

Open the plugins analyze cell counter. Wuhlhuudum ench structure touched by a polnt was counted, and its density was

determined us a percentage of the analyzed field

7. We quantified the Vv of the tunica propria, seminiferots epithelium, tubular humen, and intertubular compartment. The sum of the

Vv (tunica propria), Vv (seminiferous epithelium), and Vv (tubular lumen) was considered the Vv (tubular compartment)

The Vv of the interstitial space was considered as the intertubular compartment

For each parameter, the result was expressed as a percentage and calculated by the average of the results of each analyzed image

10, Further, the absolute volume (Av) of each structures mentioned was calculated by multiplying the testicular volume by each structure's
Vv. This parameter was expressed in milliliters, For this, the following formula was used:
Y (analyzed structure) volume = (Vv [¥]/100) x testicular volume

R
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Supplementary Figure 1: (a) Rigid opaque plastic tubes of gifferent diameders and lengths used 10 restraint rats to induco chranic stress by the immobilization
methed, (b) Animals inside the tuties (with tails outside). Each animal was kept (n these tubes for 2 h daily to restrarn its movernents loading 10 a chronic stress.

Supplementary Figure 2: Testicular histological ie'd, captured under x400 magnification, with a 99-paint grid suparimpased 1o sesess the valumetne densty
of each tasticular structure,
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Evaluation of immediate and late effects of chronic stress in the corpora cavernosa of
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Effects of chronic stress in the penis

Diogo B. De Souza, Ph.D,
State University of Rio de Janeiro

Rio de Janeiro, RJ BRAZIL

Erectile dysfunction, Morphometry, Penis, Stress.

Alm

The objective of this study was evaluate the immediate and ate effects of chronic
stress on pende corpus cavermosum of prepubertal and adult rats.

Mathod

Male rats were randomly assigned into 8 groups: The prepubertal (4 weeks old)and
adult {10 weeks old) animals were immobilized in anigid cylinder, 2 h daily, during &
wooks o simulate stresssituation. Ten prepubertal and nine adult rats were kitled 24 h
after the |ast siress session, for immediate evaluation, while ten prepubertal and nine
adult rats were killed 8§ wesks after the last stress session, for late evaluation Other
age-matched animals were used as control groups Were analyzed serurn testosterone
and the mid-shaft penis. We analyzed cross-sectional corpus cavernosum (with and
without tunica albuginea) area, the area of tunica albuginea, and the surface densities
of connective tissue, smooth muscle and sinusoidal spaces. Also, were analyzed o
evaluate the sfastic system fibers. Student’s-1-test was used for this purpose,
considering P<0 05 significant.

Results

There was a 11.5% and 16% reduction on the corpus cavernosum area (with and
without tunica albuginea, respectively) in group SA-1, In comparison to CA-l. There was
2 48% and 59% reduction of the smooth muscle and elastic system fibers surface
density, respectively, and an increase of 5.5% of collagen surface density in group
SA-L, in comparison to CA-|. The arsa of tunica albuginea in the animals of group SA-L
was 14% higher than their controls. In SA-1 group there was alterations In lestosterone
levels, with a decrease of 21% compared to the CA-l. Also, there was reduction of 48%
of the elastic system fibers surface density in group SP-L when compared to the CP-L.
Conclusion: The chronic stress promotes morphological alteration in the penis of rats.
These alterations were more important when the stress occurred in the adulthood.
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Abstract

Aim

The objective of this study was evaluate the immediate and late effects of chronic stress

on penile corpus cavernosum of prepubertal and adult rats.

Method

Male rats were randomly assigned into 8 groups: The prepubertal (4 weeks old)and
adult (10 weeks old) animals were immobilized in arigid cylinder, 2 h daily, during 6
weeks to simulate stresssituation. Ten prepubertal and nine adult rats were killed 24 h
after the last stress session, for immediate evaluation, while ten prepubertal and nine
adult rats were killed 6 weeks after the last stress session, for late evaluation.Other age-
matched animals were used as control groups.Were analyzed serum testosterone and the
mid-shaft penis. We analyzed cross-sectional corpus cavernosum (with and without
tunica albuginea) area, the area of tunica albuginea, and the surface densities of
connective tissue, smooth muscle and sinusoidal spaces. Also, were analyzed to
evaluate the elastic system fibers. Student's-t-test was used for this purpose, considering

P<0.05 significant.

Results

There was a 11.5% and 16% reduction on the corpus cavernosum area (with and
without tunica albuginea, respectively) in group SA-L in comparison to CA-I. There
was a 48% and 59% reduction of the smooth muscle and elastic system fibers surface
density, respectively, and an increase of 5,5% of collagen surface density in group SA-

L. in comparison to CA-I. The area of tunica albuginea in the animals of group SA-L
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was 14% higher than their controls. In SA-I group there was alterations in testosterone
levels, with a decrease of 21% compared to the CA-I. Also, there was reduction of 48%

of the elastic system fibers surface density in group SP-L when compared to the CP-L.

Conclusion: The chronic stress promotes morphological alteration in the penis of rats.

These alterations were more important when the stress occurred in the adulthood.

Key words: Erectile dysfunction:Morphometry: Penis; Stress.

99



55

56

57

59

61

62

63

65

67

69

70

71

72

73

74

75

76

78

Introduction

Recently, penile erection failures were reported in men who have a stressful
routine(1, 2). Some conditions that are commonly preceded by stressful events, such as
anxiety disorders and depression, increase the risk of erectile dysfunction(3, 4).Children
and teenagers also suffer from stress, mainly of psychogenic origin(5, 6). However,
there is no study associating stress in childhood or youth with impairment in sexual
function.

Penile erection involves a complex neuroendocrine, vascular and structural
mechanism. Basically, the erection occurs by cavernosal sinusoidal smooth muscle
distend, with subsequent increased arterial blood flow and venous occlusion(7).
Therefore, impairment of any of these factors can result in erectile dysfunction. It was
reported that chronic stress in rats reduces testosterone levels(8), and this hormone plays
an important role in the modulation and maintenance of penile structures, as well as in
the neuroendocrine and vascular mechanism for erectile function(9). Structural changes,
such as smooth muscle reduction, increased fibrosis, and endothelial and nerve
dysfunctions in the penile corpus cavernosum were associated with suppression of
testosterone in men and laboratory animals(10-12). It is also known that these changes
are correlated with erectile dysfunction(7, 13, 14).

Although chronic stress is clinically associated with erectile dysfunction, few
experimental studies have evaluated the effects of stress on the penile corpus
cavernosum morphology. It was demonstrated that the corpus cavernosum is quite
affected with decreasing smooth muscles and increasing fibrosis in rats, probably
leading to erectile dysfunction(8). Recently, it was also reported that chronic stress

promotes different testicular changes when applied before and after puberty in rats(15).
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However, no study assessed whether chronic stress cause the same effect on the penis
when applied before or after puberty. In addition, it is not known if the potential injuries
caused in the corpus cavernosum by the chronic stress are permanent or if it can recover
when the stressor stimulus is removed. Thus, this study aims to investigate the effects of
chronic stress on the corpus cavernosum of the rat penis at different ages (pre-pubertal
or adult), and whether such changes can be repaired after the end of the stressor

stimulus.
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Material and methods

Animals

Seventy six male Wistar rats were used in the experiment. The animals were
kept in a room with a controlled temperature (mean + SD =22 = 1 °C) and artificial
dark-light cycles (lights on from 7:00 AM to 7:00 PM) and had free access to standard
rat food and water. All experiments were performed according to national and
international laws for the scientific use of animals. This project was also approved by

the local ethics committee.

Experimental design

Animals were randomly allocated into two groups: one of pre-pubertal rats (4
weeks of age) and another group of adult rats (10 weeks old), with a mean weight of
84.8 g and 283.4 g, respectively. Both groups of prepubertal and adult animals were
also divided according to the moment of euthanasia and evaluation, 24 hours after the
end of the last stress session (Immediate) or 6 weeks after the end of the last stress
session (lately). Four groups of age-matched animals were used as control for each
experimental group. Thus, the animals were divided into the following eight groups:
SP-I (pre-pubescent stressed rats, evaluated immediately, n = 10); SP-L (pre-pubescent
stressed rats, evaluated lately, n = 10); SA-I (adult stressed rats, evaluated immediately,
n =9); SA-L (adult stressed rats, evaluated lately, n = 9); and control groups CP-I, CP-
L; CA-I and CA-L (one control group for each stressed group evaluated with the same
sample).

Animals from groups SP-1, SP-L, SA-I, and SA-L were submitted to chronic

stress, using the immobilization method(8, 15, 16). Each animal was kept inside a nigid
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130
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opaque plastic tube for two hours daily in the moming, in order to limit its movements.
It was done daily, every momning, during a peniod of 6 weeks. For this purpose, we used
plastic restraint tubes with different diameters and lengths according with the rats’ size.
In contrast, the animals from control groups (CP-1, CP-L, CA-l, and CA-L) were not
subjected to any stresses, and were kept under normal conditions, but as well as
stressed groups, they were deprived of food and water for 2h per day. Animals from
groups SP-1, CP-1, SA-I, and CA-1 were killed 24 hours after the last stress session,
when the rats were 10 (SP-1 and CP-I) and 16 weeks old (SA-I and CA-I). Animals
from groups SP-L, CP-L, SA-L, and CA-L were kept under control conditions during 6
weeks after the end of the last stress session (the same period that they were submitted
to stress), when they were killed for late analysis. At this time, the rats were 16 (SP-L
and CP-L) and 22 weeks old (SA-L and CA-L).

Testosterone analysis

Immediately after the confirmed obit, blood was collected by cardiac puncture
and serum was stored at -20°C until analyzed. Serum testosterone levels were
determined using an ELISA commercial kit (Cat. ADI-900-065, Enzo, New York,
USA)X17).

Morphometrical analysis

The penises were collected and the skin-denuded middle part of the penile shaft
was fixed in 3.7% buffered formaldehyde solution and processed for paraffin
embedding. Non-serial cross-sections (of 5 pm thickness) were obtained and used for

histomorphometric evaluations. All morphometrical analysis was blinded performed.
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The penis was sectioned at the base, and fixed by immersion in 3.7% buffered
formaldehyde solution for a maximum period of 48h, and processed for paraffin
embedding. Afterwards, cross sections of the middle third of the penis were then
performed to prepare histological slides of Sum thickness, which were used for analysis.
These cross-sectional sections of the penis were stained by Masson's Trichrome to
evaluate the area of the penis, area of the corpus cavernosum (with and without tunica
albuginea) and the tunica albuginea area. The morphometrical analysis was performed
using the Image] program version 1.47t, and 5 slides per animal (blinded) were
analyzed. For each animal, area of the penis, area of the corpus cavernosum with and
without the tunica albuginea, and area of the tunica albuginea were assessed. All areas
were measured by using the "free hand” tool of the ImageJ software and the area of the
tunica albuginea was estimated by the difference in the areas of the corpus cavernosum.
For these analyzes, the images were captured at a 12x magnification in a stereo
microscope (Stereo Discovery.V8, Karl Zeiss, Jena, Germany) coupled to a digital
camera (Axiocam 506 color, Karl Zeiss, Germany)(18).

The density (Sv) of the structures of the corpus cavernosum, such as smooth
muscle, collagen and sinusoidal space, were evaluated in the same sections stained in
Masson's Trichrome, but captured at 200x magnification in a microscope (BXSI,
Olympus, Tokyo, Japan) coupled to a digital camera (DP70, Olympus)(19). Moreover,
other slides were stained by Weigert'sresorcinfuchsin and captured at 600x
magnification, in order to evaluate the elastic system fibersSv. All these parameters
were evaluated by the point counting method, where a 100-point grid was superimposed
over the images using the tool "grid" of the ImageJ software(8, 20). Each structure
touched by a point was counted as smooth muscle, connective tissue, or sinusoidal

space, and the result was expressed as a percentage, considering the total area of the
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image. For each animal, 25 images (5 fields of 5 sections) were evaluated, both from

sections stained by Weigert sresorcinfuchsin and those stained by Masson’s Trichrome.

Statistical analysis

All data were considered parametric according to the Kolmogorov-Smirnov
normality test. The mean values in each group of rats subjected to stress stimuli were
compared with those of the corresponding control group by using the Student r-test. All
analyses were performed with the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software,
San Diego, USA). Mean differences were considered significant when their p values

were <(0.05. All results are presented as mean + standard deviation.
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Results

Pre-pubertal animals evaluated immediately

Although the testosterone serum levels decreased in the SP-I group, there was no
statistical difference when compared to control group (11.93 + 1.21 vs. 13.00 + 1.67, p
=0.23).

No significant changes were found in the morphometrical analyses of the penis
of SP-I group when compared to the control group. The numeric data are listed in table
1. Concerning the density of penile structures, there was also no statistical difference

between the SP-I and the control group. The numerical data are shown in table 2.
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Adult animals evaluated immediately

There was a significant decrease of 21% of the testosterone serum levels of the
SA-I group when compared to the control group (8.83 = 1.53 ng / ml vs. 11.25 + 2,14
ng /ml, p = 0.04).

The SA-I group shown a significant reduction of 11.5% and 16% of the area of
the corpus cavernosum with tunica albuginea and of the corpus cavernosum area
without tunica albuginea, respectively, when compared to the control group. However,
no difference in the area of the tunica albuginea was observed. The numerical data are
listed in Table 1. Regarding the density of penile structures, there was a significant
decrease of 48% and 59% in the volumetric density of smooth muscle and elastic
system fibers of the SA-1 group, respectively. On the other hand, the collagen
volumetric density increased 5.5% in the SA-1 group compared to the control group. No
significant change was found in the volumetric density of the sinusoidal space in the

SA-1 group compared to its control, The numerical data are shown in table 2.

Pre-pubertal animals evaluated lately

There was no difference in testosterone serum levels between the SP-L group
and control group (11.85 + 1.91 ng/mlvs. 12,03 £ 259 ng / ml, p = 0.89).

No significant changes were found in the penile and the corpus cavernosum
areas of the SP-L group compared to the control group. The numerical data are shown in

table 3. However, there was a 48% reduction in the volumetric density of the elastic
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system fibers in the SP-L group compared to the control group. All other parameters did

not present any significant changes between groups SP-L and CP-L. The numerical data

are listed in table 4,
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Adult animals evaluated lately

There was no significant difference of the testosterone serum levels between the
SA-L group compared 10 the control group (12,59 + 2.17 ng / ml vs. 10.08 + 243 ng/
ml, p = 0.10).

There was a significant increase of 14% of the area of the tunica albuginea of the
SA-L group compared to the control group. All other parameters did not present
significant changes between SA-L and CA-L groups. The numerical data are shown in
table 3. No difference was observed in the volumetric density of the penile structures of
the SA-L group when compared to the control group. The numerical data are listed in

table 4.
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Chronic stress is triggered by any event, psychological or physical, that persists
for a long time(21). It was already reported that chronic stress can be associated with
erectile dysfunction(13). However, erectile dysfunction may not result from stress, but
rather contribute to the emergence of stress, anxiety and even depression in man(1).
Despite these reports about the relationship between chronic stress and erectile
dysfunction, the deletenious effects of chronic stress on penile structures are unknown,
even about the main penile erectile tissue, the corpus cavernosum,

Some conditions associated with erection dysfunction, such as cardiovascular
diseases and smoking, are related to low concentrations of testosterone(22, 23).
Testosterone plays an important role in erectile function. This hormone has the potential
to modulate the penile architecture, as well as to promote alterations in the complex
neurovascular and biochemical mechanism(9). Successive repetitions of stress stimuli
can alter the hypothalamic-pituntary-adrenal  (HHA) axis. In response, the
glucocorticoids circulation increase, which suppressing testosterone synthesis by the
Leydig cells(24). Therefore, the penile structures, which are androgen-dependent, can
suffer damage after chronic exposure to stressful stimuli(8). In the present study, we
observed that only adult animals evaluated immediately after the last stressor stimulus
presented a statistically significant reduction of testosterone. This suggests that adult
animals are more vulnerable to alterations in the HHA axis promoted by immobilization
stress, which was revealed on the analysis of the penile components, because this group
presented the most important changes.

Penile erection basically occurs by smooth muscle relaxation of the sinusoidal

space, arterial dilation and venous occlusion(7). Therefore, if any of these structures are
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damaged, it can contribute to erection damage. In this study, the animals of the SA-1
group presented a significant decrease of the smooth muscle of the sinusoidal space, a
significant reduction of the elastic system fibers and a significant increase of the
collagen, which can compromise the organ complaisance. A study evaluating samples
from penile biopsy of men with erectile dysfunction shown a significant reduction of the
elastic system fibers in the corpus cavernosum(14), which reinforces the decrease of
complaisance. We also observed that in our animals, areas of the corpus cavernosum
with and without albuginea tunica reduced. Therefore, it clearly demonstrates the
importance of testosterone in maintaining the penile constituents in adults,

On the other hand, when adult animals are evaluated lately, 6 weeks after the last
stressor stimulus, we observed recovery of affected cavernous structures and in the
testosterone serum levels. Testosterone serum levels of the SA-L group were higher
than in the control group, even though the difference is not statistically significant, it
could mean a compensatory mechanism. Again, it reinforces the relationship between
testosterone and the integrity of the corpus cavernosum. Therefore, it seems that the
organ is able to recover after a long period without stress. The thickness of the tunica
albuginea was significantly higher in SA-L rats when compared to the control group.
Perhaps, this may be related to the increase, even though not significant, of testosterone
at the time of euthanasia. Miranda and colleagues (11) showed that the replacement of
testosterone in rats two months after orchiectomy restores the smooth muscle of the
corpus cavernosum. Although a functional penile evaluation has not been done in this
study, it suggests that withdrawal of the stressor stimulus in men suffering from stress-
induced erectile dysfunction could tum the sexual function to normal. Therefore, a
simple change in lifestyle may be part of the indicated treatment for men who suffer

from erectile dysfunction due to stress,
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De Souza und colleagues (8) showed that rats submitted to chronic stress prior to
puberty to adulthood present lesser testosterone serum levels, reduced smooth muscle of
the corpus cavernosum and increased collagen, which did not corroborate our findings .
However, unlike the present study, they did not deprive the animals of the control group
of water and food for the same period rats received the stressor stimulus like us, Food
restriction can cause an increase in plasma levels of corticosterone in rats and may cause
a period of stress in these animals. Although this could happens, it is considered a low
intensity stressor(25). Based on this information, we can suggest that dietury restriction
in the present study may have influenced the difference of results between the two
studies. Another difference was the measurement of testosterone, performed by
radioimmunoassay in the article by Souza et al.(8), while in the present study the
analysis was done by ELISA. These fuctors may have contributed to the difference of
results between the two studies,

What really grabbed our attention were the changes observed in the SP-L group.
Elastic system fibers were reduced in those animals when compared to the control
group, This change may also compromise the penile complaisance, which can impair
erection, This is the first study showing that chronic stress applied before puberty can
injure o structure of the corpus cavernosum in adulthood, even after a long period
without stressor stimulus, This may explain or help to elucidate issues related to erectile
dysfunctions in adults who have suffered some kind of childhood stress. Thus, this
result shows the importance of avoiding exposure children to stress because the
consequences may manifest in the adulthood. However, there is no study on the long-
term effects on penises after undergoing chronic stress before puberty in men,

The present study used rats to evaluate the effects of chronic stress in the penile

corpus cavernosum, and it was a limitation because the results may not reflect what
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occurs in men. However, rats are still considered good models for morphological
studies of the corpus cavemosum. Pinheiro and colleagues  reported several
morphological differences on the corpus cavernosum between rat and man, and they
emphasized the importance of this knowledge 1o use rats as experimental models for
erectile dysfunction(26). However, comparing experimental studies in these animals
with clinical studies in men, the penile corpus cavernosum of the rat suffers similarly 1o
that of man in the presence of low testosterone concentrations(8, 27). For this reason, it
can be considered a good model. Although the present study did not evaluate the
erectile function of these animals, it was clear that chronic stress was harmful to the
corpus cavernosum of the rats, mainly if applied after puberty, and it can be associated
with erectile dysfunction. Moreover, in another study, rats stressed by immobilization
presented lesser intracavernous pressure and detumescence time, when the cavernous
nerve was stimulated, also demonstrating that erectile function can be compromised by
chronic stress(13).

Further studies on this issue are necessary, since the present study presented
some limitations. The study was performed in an animal model within controlled
experimental conditions, so the results of this study may not represent the events that
oceur in stressed men. In addition, changes in the penile corpus cavernosum may vary
according to the type, intensity, and time of the stressor stimulus, as well as the age of

animals.

21

117



352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

118

Conclusion

Chronic stress induces morphological changes in the penile corpus cavernosum
of rats. These changes were more important when the stress occurred in the adulthood,

and it may be related to erectile dysfunction.
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Figure legends

Figure 1.Corpus cavernosum adult rats immediately evaluated. A) Control adult rat. B)
Stressed adult rat, C) Control adult rat. D) Stressed adult rat. Images of the top row (A
and B) were stained with Masson’s trichrome, 200x. Images of the bottom row (C.D, E

and F) were stained with Weigert'sresorcinfuchsin, 600x.

Figure 2.Corpus cavernosum of rats lately evaluated. A) Control adult rat. B) Stressed
adult rat. C) Control adult rat. D) Stressed adult rat. E) Control prepubertal rat. F)
Stressed prepubertal rat. Images of the top row (A and B) were stained with Masson’s
trichrome, 200x. Images of the middle and bottom rows (C,D, E and F) were stained

with Weigert'sresorcinfuchsin, 600x.
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Click here to download Figure figure 2.4 2
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