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Objetivo: Una de las complicaciones més importantes de la prostatectomia radical es la
disfuncién eréctil. Se pueden producir patrones de agresién oxidativa y cambios
apoptdticos en los musculos lisos y en las células endoteliales del cuerpo cavernoso
después de neuropraxia o neurectomia. El 4cido alfalipoico (AAL) tiene propiedades
antioxidantes, ya que elimina radicales libres. En este estudio experimental investigamos
los efectos del AAL en la rehabilitacién del tejido cavernoso y las fibras con sintasa del
6xido nitrico (NOS) en el tejido eréctil.
Materiales y métodos: Se formaron cuatro grupos en este estudio mediante la inclusién de 63
ratas fértiles adultas: 9 en el grupo de control, 18 en el grupo de operacién
simulada, 18 ratas sometidas a neurectomia unilateral de un segmento de 5 mm del
nervio cavernoso (grupo DI) y otras 18 ratas que recibieron AAL después de la neurectomia
unilateral (grupo DII). Las evaluaciones se realizaron 3 semanas después de la neurectomia.
Resultados: Determinamos el numero de fibras nerviosas que contenian NOS mediante
tincién del fosfato del dinucleétido de nicotinamida adenina diaforasa. Segin dicha
tincién, el grupo DII se recuperd significativamente en comparacién con el grupo DI
(48,89+19,00 y 17,22+6,67, respectivamente) (p<0,05). La actividad de la superdxido
dismutasa disminuyé en los grupos DI y DII (31,42+6,06 y 40,38+4,24 U/g de tejido
himedo). Las concentraciones de nitrito+nitrato aumentaron significativamente en el
grupo DI y en el grupo DII (0,52+0,05 y 0,44+0,02 pmol/g de tejido hiimedo, respectiva-
mente) en comparacién con los otros grupos (p<0,05). No hubo diferencias estadisticas
entre los resultados del grupo DI y el grupo DII (p>0,05).
Conclusién: Este estudio confirma que la neurectomia disminuye la presién intracavernosa
y el nimero de fibras con NOS. La neurectomia y el trauma quirdrgico causaron agresién
oxidativa en el cuerpo cavernoso de las ratas. Como potente antioxidante, el AAL tiene
efectos positivos de regeneracién y rehabilitacién del tejido cavernoso al disminuir la
agresién oxidativa. En este sentido, el AAL ofrece una posible ventaja en la rehabilitacién
del pene después de la prostatectomia radical.
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Biochemical changes in cavernosal tissue caused by single sided cavernosal
nerve resection and the effects of alpha lipoic acid on these changes

ABSTRACT

Objective: One of the most important complications of radical prostatectomy operation is
erectile disfunction (ED). Oxidative stress patterns and apoptotic changes may happen in
smooth muscles and endothelial cells of corpus cavernosum after neuropraxia or
neurectomy. Alpha lipoic acid (ALA) shows its antioxidant properties by eliminating free
radicals. In this experimental study we investigated the effects of ALA on rehabilitation of
cavernosal tissue and nitric oxide synthase (NOS) containing nerve fibers on erectile tissue.
Materials and methods: In this study four groups were formed by inclusion of 63 adult fertile
rats. Control group (n: 9), sham operation group (n: 18), 18 rats underwent unilateral
neurectomy of a 5-mm. segment of the cavernous nerve (group DI) and another 18 rats
group which ALA received after unilateral neurectomy (group DII). Assessments were done
3 weeks after neurectomy.
Results: We assessed number of NOS containing nerve fibers via nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) diaphorase staining. According to NADPH diaphorase
staining group DII significantly recovered comparing group DI (48.89+19.00 and 17.22+6.67
respectively) (p<0.05). SOD activity is reduced in both; group DI and group DII (31.42+6.06
and 40.384+-4.24). Nitrite+nitrate levels were elevated significantly in both group DI and
group DII (0.52+0.05 and 0.44 +0.02 micromole/gr wet tissue respectively) when compared
with other groups (p<0.05). There is no statistical difference between results of group DI
and Group DII (p>0.05).
Conclusion: This study confirms that neurectomy caused decrease of intracavernous
pressure and number of NOS fibers. Neurectomy and surgical trauma caused oxidative
stress in rat corpus cavernosum. As a potent antioxidant ALA has positive effects on
cavernosal tissue regeneration and rehabilitation by reducing oxidative stress. In this
aspect, ALA may have a potential advantage in penile rehabilitation after radical
prostatectomy.

© 2010 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introducciéon

Los resultados de estudios experimentales indican que
en los musculos lisos y en las células endoteliales del

La prostatectomia radical es una intervencién que se realiza
con frecuencia en la actualidad. Una de las complicaciones
mas importantes de esta operacién es la disfuncién eréctil
(DE). Después del conocimiento reciente de la neuroanatomia
del pene, para evitar esta complicacién se han desarrollado
intervenciones de prostatectomia radical con preservacién de
los nervios®. Este tipo de operacién se realizaba casi siempre
de forma unilateral en relacién con la diseminacién del tumor
en la préstata. Se pensaba que el otro nervio cavernoso podia
estimular el musculo liso y mantener la funcién eréctil
normal®. Sin embargo, esta suposicién teérica no se ha
confirmado en todos los casos y también en la mayor parte
de los centros con experiencia la tasa de éxitos apenas llega al
50%. Ademads, en los casos en que se mantienen ambos
nervios cavernosos la tasa de DE llega al 18-60%>. La
fisiopatologia de la DE relacionada con cirugia pélvica radical
puede explicarse por tres causas importantes: la lesién
nerviosa, la lesién vascular y las alteraciones de los musculos
lisos®. Hay varias ideas sobre el tipo o el grado de las lesiones
causadas por la traccién sobre el nervio o traumatismos
similares. Ademds, se piensa que los traumatismos minimos
también pueden producir una lesién nerviosa temporal®®.

cuerpo cavernoso se pueden producir patrones de agresiéon
oxidativa y cambios apoptéticos con una frecuencia y
una velocidad variables después de la neuropraxia o la
neurectomia®.

La agresion oxidativa se debe a un desequilibrio entre la
formacién de radicales libres en el organismo y los elementos
que los eliminan, y provoca la acumulacién de especies
reactivas del oxigeno (ERO) en el tejido. Se ha demostrado que
las ERO, que pueden acumularse en el cuerpo cavernoso
durante la agresion oxidativa, constituyen una posible causa
de DE’. Se ha descrito que la agresién oxidativa es uno de los
determinantes principales de la degradacién del éxido nitrico
(NO), por lo que puede constituir una explicacién de la
aparicién de DE después del trauma quirtrgico®.

El acido alfalipoico (AAL) es un antioxidante presente en
todas las células que aumenta la produccién de energia y la
capacidad de curacién. El AAL ejerce sus propiedades anti-
oxidantes eliminando los radicales libres y estableciendo la
regeneracién del dcido ascérbico y el glutatién®. A causa de
sus propiedades antioxidantes, se ha investigado el AAL
como producto terapéutico en la diabetes, el dafio por
isquemia-perfusién, la intoxicacién por metales pesados, el
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dafio por radiacién, la neurodegeneracién y la infeccién por
el VIH''2,

En este estudio experimental investigamos los efectos del
AAL en la rehabilitacién del tejido cavernoso y las fibras
nerviosas que contenian sintasa del 6xido nitrico (NOS) en el
tejido eréctil. Utilizamos ratas Sprague Dawley como modelo
animal.

Materiales y métodos

Se formaron cuatro grupos en este estudio incluyendo
63 ratas Sprague Dawley fértiles adultas (60-90 dias de vida,
250-300g): grupo de control (n: 9), grupo de operacién
simulada (n: 18), grupo de seccién unilateral del nervio
cavernoso (grupo DI; n: 18) y grupo tratado con AAL tras
seccién unilateral del nervio cavernoso (grupo DII; n: 18).

Procedimiento quirtirgico: se anestesié a los animales con
pentobarbital sédico (35mg/kg) por via intraperitoneal.
Mediante una incisién inferior en la linea media abdominal
se exploré la zona posterolateral a la préstata en un lado y se
identificaron y expusieron el plexo pélvico, el nervio pélvico y
el nervio cavernoso. Las intervenciones se realizaron con un
asa de operacién (Heine, Alemania, 4.5X). En el grupo
simulado se identific el nervio cavernoso, pero no se cortd.
En el grupo de neurotomia se practicé una ablacién unilateral
del nervio cavernoso extirpando un segmento de 5mm como
se ha descrito con anterioridad (Kienecker, 1990)%%. La herida
se cerr6 en dos capas con sutura continua de 3-0 monofila-
ment dexon (Covidien Syneture) absorbible. Los animales del
grupo control no se sometieron a ningin procedimiento
quirurgico, excepto la recogida de tejido cavernoso. Las ratas
del grupo de seccién unilateral del nervio cavernoso (DII)
recibieron 65mg/kg de AAL por via intraperitoneal empezan-
do el primer dia después de la operacidén.

Evaluacion funcional y obtencién de tejido

Tres semanas después de la intervenciéon se hizo una
exploracién de las ratas de cada grupo, excepto las del grupo
control, para electroestimulacién directa de los nervios
cavernosos contralaterales antes de recoger el tejido. Tras
exponer los 6rganos de la pelvis y el nervio cavernoso se hizo
una incisién en la piel del pene y se extirpé en parte el
musculo isquiocavernoso para exponer las raices del pene. Se
introdujo una aguja con aletas de calibre 23 en la raiz derecha
para medir la presién intracavernosa (PIC). La electroestimu-
lacién se realizé con un pequeiio electrodo de gancho bipolar
de acero inoxidable. Cada polo tenia 0,1 mm de didmetro y los
dos polos estaban separados por ~1 mm. Un amplificador de
corriente constante personalizado genero6 la electroestimula-
cién. Los parametros del estimulo fueron 1,5mA, 20Hz de
frecuencia, 0,2ms de amplitud del pulso y 1 min de duracién.
La PIC se midié mediante un transductor de presién BD DTX
Plus (Becton, Dickinson and Company) y se registré6 mediante
el registrador de presién Cavomat 7000 (Weist Medizintechnik
GMBH, Munich, Alemania). Después de una evaluacién
funcional se extirpé un segmento de la parte central del
cuerpo del pene y se dividié transversalmente en dos
fragmentos. Una parte se puso en fijador y la otra se incluyé

en nitrégeno liquido inmediatamente. La obtencién de tejido
en el grupo control se llevé a cabo como se ha descrito, sin
electroestimulacién.

Tincién del fosfato del dinucleétido de nicotinamida adenina
diaforasa: las muestras de tejido se fijaron en una solucién fria
recién preparada de formaldehido al 2% y acido picrico al
0,002% en tampdédn de fosfato sédico 0,1M, a pH 8,0. A
continuacién, se incluyé en compuesto OCT, se congeld en
nitrégeno liquido y se almacené a —70°C. El tejido se cortd
con un grosor de 7 micras con criéstato y se adhirié a
portaobjetos cargados, se secd al aire durante 5min y se
hidraté durante 10 min con tampédn de fosfato sédico 0,1M, a
PH 8,0. Se incubaron los cortes con fosfato del dinucleétido de
nicotinamida adenina (NADPH) 0,1 mM, nitroazul de tetrazo-
lio (NBT) (Sigma-Aldrich) 0,2mM y Triton X-100 (Mallinckrodt
Chemical) al 0,2% en tampén de fosfato sddico 0,1M (Sigma-
Aldrich) a pH 8,0 durante 60min a temperatura ambiente. EI
lavado de los cortes en el tampén termind la reaccién; a
continuacién, se pusieron los cubreobjetos con glicerina
tamponada como medio de preparacién. La presencia de
estructuras positivas para NADPH-diaforasa se determiné
como regiones azules densas en la tincién. El patrén de
tincién se evalué contando el nimero de regiones positivas
para NADPH-diaforasa en cada cuerpo cavernoso en dos
zonas arbitrarias (ampliacién de 400x). La tincién del
endotelio no se incluyé en el recuento.

Homogenizacién del tejido: las muestras de tejidos se pesaron
(peso humedo) y se homogeneizaron en NacCl al 0,9% helado
para producir un homogeneizado 1/10 (p/v). La homogeniza-
cién del tejido se efectud con un triturador de tejido equipado
con una mano de teflén. El homogeneizado se sometié a
ultrasonidos con Sonicator MSE Soniprep 150 (Wolf Labora-
tories Limited, Reino Unido) dos veces con intervalos de 30
segundos en hielo, con una potencia de salida de 38 W. Los
homogeneizados expuestos a ultrasonidos se centrifugaron a
2.000rpm durante 10 min para medir la peroxidacién lipidica
(Lpx) y a 15.000rpm durante 15 min para medir la actividad de
superdxido dismutasa (SOD), a 4°C. Se realizaron anadlisis
bioquimicos con los sobrenadantes.

Medicién de la peroxidacion lipidica: se determinaron las concen-
traciones de sustancias que reaccionaban con el 4cido tiobarbi-
tarico en el tejido (TBARS, por su sigla en inglés) como un
marcador de la Lpx con el método espectrofotométrico descrito
por Buege y Aust. La solucién original estaba compuesta por
acido tricloroacético al 15%, acido tiobarbiturico al 0,375% y acido
clorhidrico 0,25N. Las muestras se calentaron al bafio Maria
durante 20min y, después de enfriarse, se centrifugaron a
2.000rpm durante 15min. La formacién de un color rosa como
resultado de la reaccién entre una molécula de TBARS y dos
moléculas de acido tiobarbiturico se midié a 560nm mediante
espectrofotometria.

Medicién de la actividad de la superoxido dismutasa en el tejido:
la actividad de la SOD en el tejido se midi6 mediante el
método modificado de Sun. Este andlisis para la actividad de
la SOD (SOD, EC 1.15.1.1) consiste en inhibicién de la
reduccién del NBT, y se utiliza xantina-xantina oxidasa como
generador de superdxido. Una unidad de SOD se define como
la cantidad de proteina que inhibe la velocidad de reduccién
del NBT en un 50%. La mezcla de la reaccién consistié en 40 ml
de 0,3mmol/l de solucién de xantina, 20ml de 0,6 mmol/de
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soluciéon de EDTA, 20ml de 150 pmol/l de solucién de NBT,
12ml de 400mmol/l de solucién de Na,CO; y 6ml de
seroalbumina bovina. La concentracién final de =xantina
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Figura 1 - Concentraciones de nitrito+nitrato en el tejido
(nmol/g de tejido humedo).
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Figura 2 - Actividad de la superéxido dismutasa en el tejido
(U/g de tejido hiimedo).
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Figura 3 - Concentraciones de acido tiobarbitirico en el
tejido (nmol/g de tejido himedo).

oxidasa fue entonces de 167 U/l. La produccién de formazén
se determiné mediante espectrofotometria a 560 nm.

Medicién de las concentraciones totales de nitrito+nitrato: como
marcador del NO, se determinaron las concentraciones
totales de nitrito+nitrato mediante un analisis colorimétrico
(Boehringer-Mannheim, Alemania). El principio del andlisis
depende de la medicién del nitrito con la reaccién de Griess,
en la cual el nitrato presente en la muestra se reduce primero
a nitrato reductasa de manera enzimatica.

Andlisis estadistico: los resultados se compararon con un
ANOVA unilateral. Se empled la prueba HSD de Tukey post
hoc para comparaciones multiples. Los valores se considera-
ron significativos con p<0,05. Los datos se expresan como
media +desviacion estandar (figs. 1-3).

Resultados

La PIC maxima generada después de la estimulaciéon del
nervio cavernoso en el grupo simulado, en el grupo de
neurotomia unilateral y en el grupo de neurotomia
unilateral tratado con AAL fue de 80,55+9,82, 33,8+16,9 y
64,2+11,8 cm/H,0, respectivamente (tabla 1).

El examen histolégico de las muestras de la mitad del
cuerpo del pene revel6 una pauta de tincién distinta en el
cuerpo cavernoso de los grupos. El nimero de fibras nerviosas
con NOS por cuerpo cavernoso disminuy6 significativamente
en ambos grupos de neurotomia (grupos DI y DII) en
comparacién con los grupos de control y simulado (tabla 2).
La tincién para NADPH-diaforasa del grupo de neurotomia DII
se recupero significativamente en comparacién con el grupo
de neurotomia DI (56,3+12,8 y 17,22+ 6,67, respectivamente)
(p<0,05) (fig. 4). No hubo diferencias entre la tincién del grupo
simulado (98 +14) y el grupo de control (105,6 +14,2) (p>0,05).

El grado de Lpx del cuerpo cavernoso se determind
midiendo las concentraciones de TBARS. Se comprobd que
la concentracién tisular de TBARS era significativamente
menor en el grupo de control (28,64+3,97 nmol/g de tejido
htumedo) que en el resto de los grupos (p<0,05 frente a todos;
tabla 3). El resultado del grupo de neurotomia DI
(79,114 8,42 nmol/g de tejido humedo) fue significativamente
mayor que el de los otros grupos (p<0,05 frente a todos). La
concentracién de TBARS del grupo DII (54,13 +5,72) fue mayor
que la del grupo simulado (46,37+3,09nmol/g de tejido
humedo) (p<0,05).

La actividad de la SOD en el grupo de control (54,56 +1,15U/g
de tejido hiimedo) fue significativamente mayor que en los
demas grupos (p<0,05) (tabla 3). Dicha actividad disminuyd
en los grupos DI y DII (31,42+6,06 y 42,51+3,62U/g de tejido
himedo).

Tabla 1 - Presion intracavernosa

Simulado

Neurotomia Neurotomia+AAL

Presién intracavernosa (cmH,0) 80,55+9,82

33,8+16,9 64,2+11,8

AAL: 4cido alfalipoico.
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Tabla 2 - Zonas tefiidas para fosfato del dinucleétido de nicotinamida adenina diaforasa (fibras nerviosas tefiidas en dos

tejidos cavernosos con ampliacién 400 x )

Control Simulado Neurotomia Neurotomia+AAL

Ntmero de fibras con NADPH(+) 105,6+ 14,2 92,3+9,7 17,3+6,7 56,3+12,8

AAL: 4cido alfalipoico; NADPH: fosfato del dinucledtido de nicotinamida adenina.

Figura 4 - Ablacién unilateral del nervio cavernoso: a) tincién para fosfato del dinucleétido de nicotinamida adenina diaforasa
a las 3 semanas (ampliacion 240 x ); b) se administré acido alfalipoico después de la neurotomia, indicando regeneracion de
nervios que contenian sintasa del éxido nitrico (A) (ampliacién 360 x ).

Tabla 3 - Resultados bioquimicos en los 3 grupos

Control Simulado Neurotomia Neurotomia+AAL )
Nitrato en el tejido (umol/g de tejido himedo) 0,27 +0,02 0,29+0,06 0,52+0,05 0,38+0,03 <0,05
SOD en el tejido (U/g de tejido himedo) 54,68+1,15 39,25+2,99 31,42+6,06 42,51+3,62 <0,05
TBARS en el tejido (nmol/g de tejido himedo) 28,64+ 3,97 46,37+3,09 79,11+8,42 54,13+5,72 <0,05

AAL: acido alfalipoico; SOD: superéxido dismutasa; TBARS: 4cido tiobarbiturico en el tejido.

En la tabla 3 se muestran las concentraciones totales de
nitrito+nitrato. Dichas concentraciones aumentaron significa-
tivamente en los grupos DI y DII (0,52+0,05 y 0,38+0,03 pmol/g
de tejido himedo, respectivamente) en comparacién con los
otros grupos (p<0,05). No hubo diferencias estadisticas entre los
resultados del grupo de neurotomia DI y el grupo DII (p>0,05).
Las concentraciones tisulares de nitrito+nitrato de los grupos
de control (0,2740,02pmol/g de tejido humedo) y simulado
(0,29+0,06 umol/g de tejido hiimedo) no difirieron significativa-
mente entre si (p>0,05).

Discusion

En las intervenciones quirtrgicas de preservaciéon de los
nervios que se realizan en las prostatectomias radicales para
mantener la funcién eréctil en el tratamiento del cancer se
conservan los nervios con precisiéon. Sin embargo, a pesar de
la preservacién de los nervios no se puede mantener siempre

la capacidad eréctil. Este hecho no se comprende con
claridad. Los resultados de estudios experimentales indican
que pueden aparecer algunos patrones de agresion oxidativa
con frecuencia y velocidad diferentes y cambios apoptéticos
en los musculos lisos y en las células endoteliales del cuerpo
cavernoso®. En estudios experimentales, la apoptosis y la
agresion oxidativa pueden alcanzar el maximo nivel a los 2-7
dias de la seccién transversal del nervio cavernoso®. Datos de
estudios cientificos basicos sefialan que la agresién oxidativa
mediada a través del radical superéxido (superdxido) y otras
ERO puede ser esencial en la alteracién de la funcién
cavernosa en la DE'®. Como la DE en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina se ha atribuido a radicales
libres resultantes de la agresiéon oxidativa, planteamos la
hipétesis de que dicha agresién podria ser una posible causa
de la DE después del trauma quirtrgico. En su calidad de
potente antioxidante, el AAL puede resultar eficaz para
corregir la funcionalidad evitando la agresion oxidativa.

El AAL es un potente antioxidante natural que esté presente
en todas las células y aumenta la produccién de energia y la
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capacidad de curacién. Para ser un posible antioxidante, todo
compuesto debe tener algunas propiedades quimicas y
bioquimicas. Tales propiedades son la especificidad de
eliminacién de radicales libres, la actividad de quelacién de
metales, la interaccién con otros antioxidantes y la absorcién
y concentracién en liquidos intracelulares y extracelulares. El
antioxidante ideal debe tener todas estas caracteristicas. La
pareja acido alfalipoico/acido dihidrolipoico estd muy proxi-
ma al ideal y se denomina «antioxidante universal». El 4cido
alfalipoico/acido dihidrolipoico tiene capacidad de regenera-
cién contra otros radicales de antioxidantes y formas
inactivas. Dadas estas caracteristicas antioxidantes, se ha
investigado un medicamento en trastornos como la diabetes,
el dafio por isquemia-perfusién, la intoxicacién por metales
pesados, el dafio por radiacién, la neurodegeneracién y la
infeccién por el VIH?*214,

En ambos grupos de neurotomia de nuestro estudio las fibras
nerviosas con NOS disminuyeron considerablemente en el
tejido cavernoso en comparacién con los grupos de control y
simulado (tabla 2). El aumento de las fibras nerviosas con NOS
en el grupo DII fue significativo en comparacién con el grupo DI
(17,224 6,67 y 56,13+12,8, respectivamente) (p<0,05). Se sabe
que los nervios auténomos se regeneran después de una lesion,
si bien en grados variables'. Hay diferentes informes de
modelos animales después de neurotomia cavernosa unilateral
para regeneracién de los nervios. Por primera vez, Carrier et al
notificaron que el nimero de fibras nerviosas con NOS en el
cuerpo cavernoso disminuia a un minimo en el lado de la
neurotomia a las 3 semanas, mientras que a los 6 meses se
observé una regeneracién significativa’®. En otro estudio se
investigd el efecto de la neurotomia cavernosa unilateral y
bilateral en un modelo de rata'’. Basar et al comunicaron que en
el grupo de neurotomia unilateral la actividad de la NOS y la
tincién para la NADPH-diaforasa aumentaron obviamente en
los sinusoides a los 3 meses, en comparacién con la neurotomia
bilateral e incluso con el grupo control. Estos autores conclu-
yeron que la desnervacién cavernosa unilateral aumenta la
actividad de la NOS. Es dificil de entender la hiperexpresién de
la tincién para la NADPH-diaforasa en el tejido cavernoso
después de la neurotomia unilateral, donde cabe esperar DE. La
explicaciéon de los autores para la posible DE después de la
desnervacién cavernosa fue la alteraciéon de la accién farmaco-
légica del NO. Al contrario de nuestro estudio, las fibras con NOS
en el cuerpo cavernoso disminuyeron en el grupo de neuroto-
mia DI en comparacién con los grupos control y simulado. En
nuestro estudio, en las ratas que formaban el grupo DI, tratado
con AAL después de la neurotomia, la positividad de la tincién
de la NADPH-diaforasa aument6 en el cuerpo cavernoso. Se
supone que el incremento de las fibras con tincién de NADPH-
diaforasa positiva en el cuerpo cavernoso durante la inyeccién
de AAL después de la neurotomia constituye una regeneracion
de las fibras neuronales. Carrier et al habian demostrado
anteriormente este fendmeno al verificar que a los 6 meses se
producia un aumento de las fibras positivas para NOS en el
cuerpo cavernoso, lo que representa un indicador de la
regeneracion del nervio cavernoso. La explicacién razonable
de la regeneracién de las fibras positivas para NOS en el cuerpo
cavernoso de la rata, expresada como un aumento del nimero
de fibras con tincién positiva de NADPH-diaforasa, es el brote de
nervios intactos a partir del cuerpo cavernoso contralateral. En

otro estudio, Jung et al demostraron que un tratamiento con
hormona del crecimiento durante 21 dias después de la
neurotomia unilateral puede potenciar la regeneraciéon de los
nervios del pene’®. Con hormona del crecimiento estos
autores redujeron el periodo de regeneracién a la mitad. La
respuesta de la presién maxima intracavernosa a la electro-
estimulacién mejoré en el grupo tratado con hormona del
crecimiento en comparacién con el grupo tratado sélo con
el tampodn.

Nuestro estudio concuerda con otros ensayos. Al evaluar la
seccién unilateral del nervio cavernoso (grupos DI y DII)
observamos una disminucién significativa del ntmero de
fibrillas nerviosas positivas para NOS en ambos cuerpos
cavernosos en comparacién con el nimero en el grupo
simulado (p<0,05) (tabla 1). Hubo una diferencia significativa
en la tincién entre los dos grupos, el grupo de neurotomia
unilateral y el grupo tratado con AAL, después del mismo
procedimiento en cuanto a alivio de la agresién oxidativa y
aumento de la regeneracién. Se detecté un incremento
estadisticamente significativo en el numero de fibrillas
nerviosas positivas para NOS (p<0,05). Esto demuestra que
el AAL favorece significativamente la regeneracién nerviosa
en el tejido cavernoso tras la desnervacién y la rehabilitacién
del pene.

En nuestro estudio las evaluaciones funcionales confirmaron
que los grupos de neurotomia (DI y DII) tuvieron una PIC
significativamente menor que ambos grupos simulados
(p<0,05) (tabla 1). La estimulacién del nervio cavernoso intacto
en el lado contralateral revel6 una PIC mejor en el grupo DII
que en el grupo DI (64,2+11,8 y 33,89+ 16,91 cmH,0, respecti-
vamente) (p<0,05). Aunque la PIC se recuperd en el grupo DII
en comparaciéon con el grupo DI (p<0,05), la recuperacién fue
menor que en los grupos simulados (80,55+9,82). Estos
resultados demuestran que la mejoria de la PIC después de la
neurotomia unilateral no es satisfactoria para una recupera-
cién completa de la funcién eréctil. Esta observacién concuer-
da con la consecuencia clinica de la aparicién de DE tras la
cirugia de préstata con preservacion unilateral del nervio. Los
estudios clinicos indican que la funcién eréctil mejora después
de la operacién, pero se sigue observando DE en el 30-60% de
los pacientes 18 meses después de la prostatectomia con
preservacién unilateral del nervio?.

La agresién oxidativa por trauma quirdrgico en el cuerpo
favorece la acumulacién de ERO en el tejido, que son radicales
libres®. Las ERO bien conocidas son el radical superoxido, el
radical hidroxilo y el peréxido de hidrégeno. También se
puede aceptar al NO como radical libre. En una situacién
patolégica, la produccién excesiva de NO provoca que esta
molécula se comporte como un radical de nitrégeno reactivo
en el tejido®. Las bajas concentraciones de ERO son benefi-
ciosas e incluso indispensables en procesos como la sefiali-
zacion intracelular y la defensa contra los microorganismos.
No obstante, se ha sefialado que las ERO son un mediador
patolégico importante en muchos trastornos clinicos. Si las
ERO no se neutralizan con eficacia con un sistema de defensa
antioxidante en los tejidos o si se producen ERO en exceso
sobreviene un dafio funcional en el tejido e incluso puede
ocurrir la muerte celular?.

Datos de estudios cientificos indican que la agresién
oxidativa tiene un efecto perjudicial en la funcién eréctil®.
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La posible patogenia de la agresion oxidativa en la funcién
eréctil consiste en el aumento de la inactivacién del NO por
radicales libres, lo que se traduce en alteracién de la
transmisién del NO en el pene y relajacién del musculo liso®>.
En la condicién de la agresién oxidativa, Rajasekaran et al
demostraron que la forma de radical del NO, el radical de
nitrégeno reactivo, tenia una citotoxicidad significativa en
células musculares lisas de cuerpo cavernoso humano
en cultivo®®. Otra posible patogenia de la agresién oxidativa
en relacién con la DE es la produccién de angiopatia y
alteracién funcional y estructural del musculo liso y el
endotelio de los cuerpos cavernosos, con la consiguiente DE’.
Para investigar si el trauma quirdrgico (operacién simulada) y
la neurotomia unilateral podian causar agresién oxidativa en
el cuerpo cavernoso empleamos el método de TBARS como
indice de la agresion oxidativa y comparamos los resultados
con un grupo control. También medimos la actividad de la
SOD, que como bien se sabe estd implicada en el sistema de
depuracién del tejido, protegiéndole contra los radicales libres.
La actividad de la SOD disminuye con el inicio de la agresién
oxidativa en los tejidos, a causa del uso excesivo por radicales
libres. La concentracién de nitrito+nitrato en el tejido caver-
noso se midié mediante analisis colorimétrico. La biotransfor-
macién del NO y de sus N-déxidos relacionados tiene lugar a
través de distintas vias metabdlicas en el organismo. Los
principales metabolitos del NO son el nitrito y el nitrato.

En nuestro experimento se utilizé el método de TBARS
como indicador de Lpx, que es un marcador de la agresiéon
oxidativa. La prueba de TBARS es una de las mds antiguas y
mas utilizadas para medir la peroxidaciéon de los &acidos
grasos en las membranas celulares®'. Cuando comparamos
las concentraciones de TBARS de los grupos simulados,
operados (grupos DI, DII) y de control, se observaron
aumentos significativos en los grupos simulado y operado
(DI, DII) con respecto al grupo control (p <0,05). Comprobamos
que la concentracién de TBARS era significativamente mayor
en el grupo de neurotomia (DI, DII) que en los grupos
simulado y de control emparejados por el tiempo (tabla 3).
La comparacién de los resultados de los grupos DI y DII
demostré que la concentracién de TBARS habia disminuido
en el grupo DII (p<0,05). El motivo de esta variacién en dicho
grupo es el potente efecto del AAL que suprime los radicales
libres de oxigeno. Estos resultados indican que el trauma
quirudrgico causd agresién oxidativa en los grupos simulado y
operado en comparacién con el grupo control. El procedi-
miento de neurotomia ocasioné una agresién oxidativa mas
intensa que la operacién simulada. Pensamos que el motivo
del aumento pronunciado de la concentracién de TBARS en el
grupo de neurotomia fue el importante trauma de este
procedimiento, y el AAL tiene un efecto protector importante
frente a la agresién oxidativa que se manifiesta después de la
neurotomia. Con anterioridad se habia examinado la impli-
cacién de la agresiéon oxidativa en la patogenia de la
impotencia. Los estudios de la agresién oxidativa se centran
principalmente en el efecto de las ERO en animales diabéticos
con DE. Que nosotros sepamos, esta es la primera vez que un
estudio demuestra que el trauma quirtrgico puede inducir
agresién oxidativa en el tejido cavernoso y que la agresién
oxidativa puede ser también un factor causal de DE después
del trauma quirirgico pélvico.

La actividad de la SOD, que es también otro indicador
indirecto de la agresién oxidativa, disminuy6 significativamen-
te en todas las ratas operadas en comparacién con las del grupo
control (tabla 3) (p<0,05). La actividad de la SOD con la
operacién simulada fue de 39,25+2,54 en comparacién con
54,56+1,15U/g de tejido hiimedo en el control. Cuando
comparamos la actividad de la SOD de los grupos DI y DII
(31,42+6,06 y 42,51+3,62U/g de tejido huiimedo, respectiva-
mente) se observé un incremento en el grupo DI (resolucién de
la agresion oxidativa). Este hecho también respalda la idea de la
reduccién de los efectos de la agresiéon oxidativa por el AAL en
el tejido cavernoso después de la intervencién quirtrgica. La
alteracién de la actividad de la SOD en todos los grupos excepto
el de control demuestra que el procedimiento quirtrgico
produjo agresiéon oxidativa en el cuerpo cavernoso y, por tanto,
la actividad de la SOD disminuyé en el cuerpo cavernoso en
todos los animales manipulados quirtrgicamente.

El NO es un gas incoloro quimicamente inestable y poco
soluble en agua. demasiado breve
(3—4 segundos). Esta semivida se puede retrasar utilizando
nitroisotiol y nitrosoproteinas durante varias horas. En medios
con agresién oxidativa se puede neutralizar el NO mediante
ion superéxido, con transformacién en nitrito y nitratos en 10
segundos. En nuestro estudio, las concentraciones totales de
nitrito+nitrato fueron significativamente mayores en ambos
grupos de neurotomia (DI y DII) que en los grupos de operaciéon
simulada y de control (tabla 3) (p<0,05). En el grupo DII, la
concentracién de nitrito+nitrato disminuyo significativamente
en comparacién con el grupo DI (0,44 +0,02 y 0,52+ 0,05 pmol/g
de tejido htumedo, respectivamente). Este hecho también
respalda la idea de la reduccién de los efectos de la agresién
oxidativa por el AAL en el tejido cavernoso después de la
intervencién quirirgica. Sin embargo, el resultado del grupo
DII sigui6 siendo significativamente mayor que el del grupo de
control (0,2740,02umol/g de tejido himedo) (p<0,05). La
operacién simulada no tuvo un efecto significativo.

En un estudio anterior, Jung et al confirmaron que la
neurotomia activaba la forma endotelial de NOS (e-NOS) en el
cuerpo cavernoso de la rata. La concentracién de nitri-
to+nitrato aumenté a las 3 semanas y a los 6 meses en
comparacién con el grupo control (p<0,05). El NO y sus
metabolitos son la fuente principal de nitrito+nitrato en el
tejido. La concentracién de nitrito+nitrato debe disminuir
después de la neurotomia porque las fibras con n-NOS
disminuyen a causa de este procedimiento; en cambio, en
nuestro estudio, la concentracién de nitrito+nitrato se elevd
sélo en los grupos de neurotomia (DI y DII). Sabemos que hay
otras formas de NOS para la produccién de NO en el cuerpo
cavernoso, a saber, la e-NOS y la forma inducible de NOS, que
se han observado en cultivo de células musculares lisas de
tejido cavernoso humano®**, En nuestro estudio se estimul6
la e-NOS después de la neurotomia y esto produjo NO y
elevaciéon de la concentracién de nitrito+nitrato en el cuerpo
cavernoso. Ademads, la concentracién de nitrito+nitrato fue
mayor en el grupo de neurotomia (DI) que en el grupo tratado
con AAL (DII) después de la neurotomia. La hiperexpresion de
NOS en el cuerpo cavernoso (especialmente en el grupo DI)
aumenta el NO y su forma de radical libre, el radical de
nitrégeno reactivo®. El trauma quirtrgico (operacién simula-
da) provoc) agresiéon oxidativa, pero no aument6 la actividad

Su semivida es
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de la NOS, y no hubo una produccién excesiva de NO ni una
elevacién de la concentracién de nitrito-+nitrato.

Los resultados bioquimicos de nuestro estudio revelan que los
procedimientos quirdrgicos (operacién simulada y neurotomia
unilateral) produjeron agresién oxidativa en el cuerpo cavernoso
(aumento de TBARS y disminucién de la actividad de la SOD); en
el grupo de neurotomia observamos una mayor concentraciéon de
nitrito+nitrato, probablemente por la hiperexpresién de e-NOS.
Asimismo, concluimos que el AAL tiene un efecto significativo en
los patrones de agresiéon oxidativa, lo que sucede en el tejido
cavernoso después de la intervencién quirtrgica, que causa
insuficiencia cavernosa. La operacién simulada, que se podria
equiparar a la prostatectomia con preservacién de los nervios
bilateral como implantacién clinica, produjo agresién oxidativa
en el cuerpo cavernoso, lo que explicaria la DE después de la
prostatectomia con preservacién de los nervios bilateral.
En un estudio de Khan et al se demostrté6 que en conejos
diabéticos las ERO intervienen de forma importante en el
desarrollo de la DE como consecuencia de la alteracién de la
relajaciéon del miusculo liso, alteracién que la SOD corrigié
significativamente®.

Conclusion

Este estudio confirma que la neurotomia disminuyd la PIC y las
fibras con NOS, y que la neurotomia y el trauma quirdrgico
produjeron agresién oxidativa en el cuerpo cavernoso de las
ratas. La agresién oxidativa que sobrevino después de la
operacién simulada y la neurotomia unilateral fue mas intensa
en el grupo de neurotomia. En su calidad de potente anti-
oxidante, el AAL tiene efectos positivos en la regeneraciéon y
rehabilitacién del tejido cavernoso al disminuir la agresién
oxidativa. En este sentido, en el tratamiento de la DE que
aparece después de la prostatectomia radical, como comple-
mento de la rehabilitacién del pene, el AAL puede ser beneficioso
en monoterapia o en combinacién con otros medicamentos.
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