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RESUMO

A disfuncao erétil (DE) é caracterizada como a incapacidade de se obter ou
manter uma erec¢ao peniana adequada a atividade sexual satisfatoria. Trabalhos tém
demonstrado uma forte associacdo de insuficiéncia cardiaca (IC) com o
desenvolvimento da DE. Estudos epidemiolégicos demonstraram que 85% dos
pacientes com IC relataram algum episddio de DE. Sendo que, aproximadamente 75%
destes pacientes relataram comprometimento da libido e 30% apresentam auséncia
completa de atividades sexuais. Evidéncias mostram que a IC e DE apresentam fatores
de riscos semelhantes como, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares. Esses
fatores de riscos estdo associados a disfungcdo do sistema nervoso autbnomo e
alteragdes em importantes vias de sinalizagao. Desta forma, usando o modelo de fistula
aortocaval (FAV), caracterizamos a disfungéo erétil decorrente da insuficiéncia cardiaca,
procurando explorar as alteragdes funcionais das respostas relaxantes e contrateis do
tecido erétil. Nossos resultados mostraram que apds 4 semanas 0s animais com IC nao
apresentaram alteragcbes na pressao arterial média ao ser comparado com o0 grupo
controle. Entretanto, a analise de parametros cardiacos mostrou que os animais com IC
apresentaram um aumento de aproximadamente 49% da massa cardiaca total e de
aproximadamente 45% da massa do ventriculo esquerdo isolado. Ao avaliarmos a
funcao erétil (in vivo), os animais com IC apresentaram uma reducao significativa da
pressao intracavernosa quando comparado ao grupo controle. As analises in vitro
mostraram que, tanto a resposta relaxante dependente de endotélio, induzida pela ACh,
como o relaxamento-independente de endotélio, induzido pelo SNP, ndo foram
alterados em nenhum dos grupos analisados. Entretanto, os animais IC apresentaram
uma redugao significativa do relaxamento nitrérgico. Além disso, tanto a contragao
induzida pela fenilefrina como a contragdo neurogénica induzida pelo EFS foram
aumentadas no corpo cavernoso de ratos com IC. A expressdo proteica da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), 6xido nitrico sintase neuronal (NnNOS) e
fosfodiesterase 5 (PDES) foram significativamente reduzidas no tecido cavernoso dos
animais com IC. Portanto, concluimos que o aumento do mecanismo contratil associado

a reducao do mecanismo de relaxamento contribuiu para o desequilibrio no controle do
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tdonus muscular cavernoso, bem como sua manutencgao, e consequentemente, favorece

o desenvolvimento da disfungao erétil associado a IC.

Palavras-chave: Disfuncdo Erétil, Insuficiéncia Cardiaca, Oxido Nitrico, Musculatura
Lisa Cavernosa.
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ABSTRACT

Erectile dysfunction (ED) is characterized as the inability to achieve or maintain a
penile erection adequate for satisfactory sexual activity. Studies have shown a strong
association of chronic heart failure (CHF) with the development of ED. Epidemiological
studies has shown that 85% of CHF patients reported an episode of ED. Since
approximately 75% of these patients reported impaired libido and 30% has complete
absence of sexual activity. Although the high rates of ED in CHF patients, there are no
experimental or human studies to evaluating the mechanisms responsible for urogenital
dysfunctions. Evidence shows that CHF and ED have similar risk factors such as
diabetes mellitus and cardiovascular disease. These risk factors are associated with
dysfunction of the autonomic nervous system and changes in important signaling
pathways. Thus, using the aortocaval fistula (FAV) model, we feature the erectile
dysfunction caused by CHF, exploring the functional changes of the contractile and
relaxation-responses in the erectile tissue. Our results showed that after 4 weeks, the
CHF animals showed no changes in mean blood pressure when compared to the control
group. However, analysis of cardiac parameters showed that, CHF animals increase in
approximately 49% of the total heart weight and about 45% of isolated left ventricle
weight. To evaluate erectile function (in vivo), CHF animals showed a significant
reduction in the intracavernous pressure (ICP) when compared to the control group. In
addition, in vitro assays shown that both endothelium-dependent relaxant response
induced by ACh and endothelium-independent relaxant response induced by sodium
nitroprusside (SNP) are not changed in any of the groups. However, CHF animals
showed a significant reduction in the nitrergic relaxation. Furthermore, both the
contraction induced by phenylephrine and neurogenic contractions induced by EFS
were increased in the corpora cavernosal of CHF rats. Protein expression of endothelial
nitric oxide synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS) and
phosphodiesterase 5 (PDES) were significantly reduced in the cavernous tissue of CHF
animals. Therefore, we conclude that the increase of contractile mechanism associated
with the impaired of the relaxation mechanism contributes to the imbalance in the

cavernous muscle tone control, and consequently may induce the development of
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erectile dysfunction in CHF rats.

Keywords: Erectile Dysfunction, Heart Failure, Nitric Oxide, Cavernous Smooth Muscle.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica complexa de carater
sistémico, definida como disfungédo cardiaca e anormalidade estrutural miocardica que
resulta na inabilidade do coragdo de gerar suprimento sanguineo para atender as
necessidades metabdlicas tissulares, na presenca de retorno metabdlico normal, ou
fazé-lo somente com elevadas pressdes de enchimento (Bocchi et al., 2005; Mangini,
2009). As alteragdes hemodinamicas encontradas na IC envolvem resposta inadequada
do débito cardiaco e elevacdo das pressdes pulmonar e venosa sistémica. Estima-se
que a prevaléncia de ICC acometa 6,4 milhdes de pessoas no Brasil e 4,8 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos, tornando-se um importante desafio clinico e um grave
problema de saude publica (Bocchi et al., 2005; American Heart Association). A
associagao cardiolégica de Nova York (NYHA) elaborou uma classificagdo funcional da
doenca cardiaca em quatro niveis. No nivel | o paciente apresenta doencga cardiaca
diagnosticada, porém sem limitagdes, desenvolvendo sintomas apenas com esforgos
extra-habituais; na classe Il o paciente € assintomatico em repouso e possui limitagao
fisica leve, apresentando sintomas com esfor¢cos habituais; na classe lll o paciente
apresenta sintomas com esforcos menores que os habituais e limitacdo fisica
moderada; na classe IV o paciente apresenta sintomas em repouso e grave limitagcao
fisica (Yancy et al., 2013). De acordo com o Segundo Consenso de Princeton (The
Second Princeton Consensus Conference) os individuos com disfungao erétil (DE) sao
classificados em trés riscos cardiovasculares, sendo baixo risco para classe |, risco
intermediario para classe Il e alto risco para classes lll e IV (Kostis et al., 2005). Assim
pode se sugerir que a possibilidade e predisposicdo para o desenvolvimento de DE se
relacione com a intensidade do quadro clinico de IC. Apesar dos altos indices de DE
associados a IC, faz-se necessario ampliar os conhecimentos para uma melhor
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos com intuito de melhorar ndo

apenas a qualidade de vida dos pacientes, mas também a sobrevida desses pacientes.
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1.1. Anatomia peniana

O pénis humano é constituido de trés porgdes, dois corpos cavernosos pareados
localizados na parte dorsal e um corpo esponjoso na parte ventral. Os corpos
cavernosos consistem de estruturas cilindricas divididas por um septo incompleto, o que
os permite funcionar como uma unidade, e sdo envolvidos em uma tunica sélida, a
tunica albuginea, que é fibrosa sendo constituida de colageno e elastina (Sattar et al.,
1994), o que confere rigidez, flexibilidade e resisténcia ao 6rgdo. O tecido erétil dos
COrpos cavernosos possui multiplos espacos lacunares interconectados, revestidos por
tecido endotelial; a parede dos espacos sinusoidais € formada pela trabécula que é
constituida de uma espessa camada de musculo liso e por uma trama fibroelastica
composta por elastina, colageno e fibroblastos (Goldstein et al., 1982; Krane et al.,
1989; Awad et al., 2011). O corpo esponjoso envolve a uretra e forma a glande na
porcao distal, ndo contribui para a erecido. A parte proximal do pénis ancora no 0sso
pélvico formando a regido denominada crura dos corpos cavernosos, que esta
envolvida pelo musculo isquiocavernoso. A parte proximal do corpo esponjoso forma o
bulbo peniano e esta circundado pelo musculo bulbo cavernoso ou bulbo esponjoso. Na
parte distal do pénis a glande peniana possui um vasto plexo venoso que se bifurca
formando anastomoses.

O pénis possui um empacotamento neurovascular que contém o0s nervos
sensoriais e artérias dorsais. A inervacdo do pénis é autondmica (simpatica e
parassimpatica) e somatica (sensorial e motora). As inervagdes autonémicas,
simpaticas e parassimpaticas, partem da medula espinal e dos ganglios periféricos
formando o nervo cavernoso, este atinge o corpo esponjoso e corpos cavernosos
atuando na contracéo e relaxamento e nos eventos neurovasculares envolvidos nessa
dindmica. A inervacdo somatica € responsavel pelas contragdes dos musculos bulbo
cavernoso e isquiocavernoso (Dean & Lue, 2005); contragbes ritmicas do musculo
bulbo cavernoso provocam a ejaculagao (Giuliano 2011).

A via simpatica origina-se do 11° segmento toracico e do 2° lombar, passando
através do ramo ventral do nervo espinal em diregdo a cadeia ganglionar simpatica.

Algumas fibras dirigem-se através dos nervos esplénicos para os plexos hipogastrico
18



superior e mesentérico inferior, pelo nervo hipogastrico em diregéo ao plexo pélvico (De
Groat e Booth, 1993; Dean & Lue, 2005).

A via parassimpatica é originada do segundo ao quarto segmento sacral. As
fibras pré-ganglionares passam do plexo hipogastrico superior pélvico para o plexo
pélvico. Nesse ponto os nervos cavernosos se ramificam em diregdo ao pénis (Walsh et
al., 1990). A estimulacéo do tronco parassimpatico através do plexo pélvico e do nervo
cavernoso induz eregao, ja a estimulagao do tronco simpatico causa detumescéncia.

Através de receptores sensoriais localizados no endotélio do pénis, glande,
uretra e no interior dos corpos cavernosos € originada a via somatosensorial. A partir
dos receptores as fibras nervosas convergem para o nervo dorsal do pénis, onde se
une a outros nervos e forma o nervo pudendo. O nervo pudendo através dos
segmentos S2 e S4 da coluna vertebral adentra a mesma até os neurdénios espinhais e
interneurdnios na regido cinzenta central do segmento lombo sacral (McKenna, 1998;
Dean & Lue, 2005). O centro da inervagdo somatomotora peniana acontece do
segundo ao quarto segmento sacral, conhecido como Nucleo de Onuf, seguindo aos
nervos sacrais, nervo pudendo, chegando ao musculo isquio e bulbo cavernosos. A
contracdo do musculo isquiocavernoso participa da fase de relaxamento do corpo
cavernoso € erecao peniana, enquanto que o musculo bulbo cavernoso participa da

ejaculacao através de contragdes ritmicas (Dean & Lue, 2005; Giuliano 2011).

1.2. Hemodinamica da eregao peniana

1.2.1. Suprimento arterial

Em uma das divisbes da artéria iliaca interna, no tronco isquiopudendo, é
formada a artéria pudenda interna, que € a principal fonte de suprimento sanguineo
para o pénis. Apos o tronco perineal no Canal de Alcock, a artéria pudenda interna
forma a artéria peniana, que em sua porcéao final se divide em quatro ramos formados
pelas artérias dorsal, esponjosa, cavernosa e bulbar. A artéria dorsal invade o pénis até

a glande, sendo responsavel pela rigidez desta durante o estado de eregéo. A artéria
19



uretral fornece suprimento sanguineo para o tecido uretral, corpo esponjoso e glande
peniana, percorrendo o caminho longitudinal em relagdo ao corpo cavernoso até a
uretra. A artéria cavernosa tem calibre bastante reduzido e adentra o pénis juntamente
com as veias e nervos cavernosos. Quando esta artéria invade o tecido cavernoso
forma ramificagdes terminais semelhantes a espirais, quando observadas durante o
periodo de detumescéncia, essas ramificagcdes suprem os espacgos sinusoidais e sao
chamadas de artéria heliclinais. A artéria bulbar prontamente invade o tecido bulbar,
fornecendo sangue para o bulbo uretral proximal e glande (para revisdo ver Pietro,
2008).

1.2.2. Drenagem venosa

A drenagem venosa peniana é realizada pelas veias superficiais, intermediarias e
profundas. Entre o tecido erétil e a tunica albuginea estao localizadas as vénulas que
realizam a drenagem dos corpos cavernosos; tais vénulas se fundem em veias
emissarias maiores, atravessam a tunica albuginea, e drenam em veias penianas extra-
tunicais denominadas veias cavernosa e crural (Puech-Leao et al., 1987; Krane et al.,
1989). As veias intermediarias partem da glande peniana formando o plexo retro
coronal até a veia dorsal. Os corpos cavernosos sao drenados por veias emissarias que
atravessam a tunica albuginea. Nas posicoes medial e distal, estas se fundem em veias
circunflexas que seguem para a veia dorsal profunda entre os dois corpos cavernosos,
€ na posigcao proximal formam a veia cavernosa atingindo a veia pudenda interna. As

veias uretrais e bulbares drenam o corpo esponjoso (para revisao ver Pietro, 2008).

1.2.3. Sistema sinusoidal

Os espacos sinusoidais sdo formados pelas trabéculas que sdo constituidas de
uma grossa camada de musculo liso e por uma trama fibroelastica composta por
elastina, colageno e fibroblastos, contendo arteriolas e nervos. Desempenham papel
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importante nos processos de eregao e detumescéncia ja que possuem agao contratil e

sdo altamente sensiveis aos estimulos neuroldgicos (para revisao ver Pietro, 2008).

1.3. Fisiologia da ere¢ao peniana

A musculatura lisa cavernosa, da artéria cavernosa e heliclinal, arteriolas e
sinusoides, se mantém contraido durante o periodo de detumescéncia; ha saida livre de
sangue através das vénulas subtunicais e das veias emissarias para as veias extra
penianas. Nesse estado no pénis flacido a pOz2 varia de 20 a 40 mm Hg (Kim et al.,
1993) e o influxo de sangue através da artéria aorta cavernosa € minimo, atendendo
apenas a nutricdo do tecido local. Com o bloqueio da atividade simpatica e aumento da
atividade parassimpatica, ocorre o relaxamento da artéria cavernosa e heliclinal, e do
musculo liso trabecular que envolve os sinusoéides, dilatando os espacgos lacunares.
Esse relaxamento aumenta a complacéncia dos corpos cavernosos aumentando o fluxo
sanguineo no tecido cavernoso por forca da pressado arterial. O relaxamento e
expanséao do tecido erétil aumentam a presséo intracavernosa 90-100 mmHg durante o
estado de tumescéncia (Kim et al., 1993). Com a expansdao da musculatura lisa
trabecular sobre a tunica albuginea, dificulta a saida de sangue do pénis pela
compressao das veias subtunicas e emissarias entre eles. Esse mecanismo chamado
de veno-oclusdo leva a manutencdo da rigidez (Krane et al., 1989; Andersson e
Wagner, 1995). Durante o retorno do pénis para o estado flacido, por diminui¢do da
atividade parassimpatica e aumento da simpatica, a musculatura lisa arteriolar e
sinusoidal se contrai novamente, diminuindo o influxo de sangue e a pressao
intracavernosa, com isso o bloqueio venoso € removido e a drenagem de sangue dos

corpos cavernosos € liberada (para revisao ver Gratzke et al., 2010).

1.4. Mecanismos moleculares de contracao e relaxamento do corpo cavernoso

1.4.1. Contragao do corpo cavernoso e flacidez peniana
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A norepinefrina interagindo com receptores alfa-adrenérgicos mantém a
contragao do musculo liso arteriolar e impede significativamente o fluxo de sangue para
0s corpos cavernosos. A manutencado deste estado de contracdo muscular e flacidez
peniana € regulada pelo calcio citosdlico livre, como em toda musculatura lisa. A
noradrenalina das terminagdes nervosas, endotelinas e prostaglandinas do endotélio
ativam a-adrenoceptores da musculatura lisa que ativam a fosfolipase C. Esta catalisa a
clivagem de fosfatidilinositol em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) que geram
aumento dos niveis intracelulares de calcio. Subsequentemente, o calcio se liga a
calmodulina, o complexo calcio-calmodulina ativa a quinase da cadeia leve de miosina
(MLCK). A MLCK fosforila a miosina que interage com a a-actina resultando na

contragao do musculo liso (para revisao ver Berridge, 2008; Gratzke et al., 2010).

1.4.2. Relaxamento do corpo cavernoso e ere¢ao peniana

O oxido nitrico (NO) é o principal neurotransmissor envolvido na mediagdo da
reposta erétil (Toda et al., 2005). E um radical livre gasoso, inorganico e incolor que
possui sete e~ de nitrogénio, oito e~ de oxigénio e um e~ desemparelhado. E formado
pela agao das enzimas Oxido nitrico sintases (NOS), encontradas nas fibras nitrérgicas
(nNOS) e células endoteliais (eNOS). Essas enzimas catalisam o metabolismo da L-
arginina, formando NO e L-citrulina em duas etapas, onde na primeira etapa ocorre a
formacdo do produto intermediario N-hidroxi-L-arginina (Ignarro e Murad, 1995;
Chatterjee et al., 2008).

No rato, camundongo e no homem, a nNOS esta localizada no plexo pélvico,
nervos cavernosos e seus terminais nervosos no tecido erétil, além de nervos penianos
dorsais e plexos nervosos, nas artérias cavernosa e dorsal (Leone et al., 1994; Ehmke
et al., 1995; Hedlund et al., 1999; Mizusawa et al., 2001). O endotélio também libera NO
em resposta a acetilcolina (ACh) ou bradicinina no pénis (Saenz de Tejada et al., 1988;
Teixeira et al., 1998). A vasodilatacdo das artérias helicinais causada pela

despolarizacdo do nervo cavernoso leva a liberagdo de NO do endotélio sinusodide,
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como consequéncia do aumento do fluxo sanguineo (Musicki et al., 2004).

Desta forma, a regulacédo da funcéo erétil parece ser mediada pelo NO oriundo
de fontes nitrérgicas e endoteliais. O aumento da for¢ga de cisalhamento provocado
durante a resposta erétil estimula a fosfatidil-inositol 3-kinase (PI3K), fosforilando a
proteina quinase B que, por sua vez, fosforila a eNOS, deixando-a mais sensivel ao
complexo calcio-calmodulina, levando a geragdo do NO endotélio. Assim, acredita-se
que a enzima nNOS inicia a resposta erétil enquanto que a eNOS contribui para a
manutencgao do estado erétil (Hurt ef al 2012).

Quando liberado, de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO se difunde para
células musculares lisas adjacentes e se liga ao seu receptor fisiolégico intracelular, a
guanilil ciclase soluvel (GCs). Esta ligagao ocorre diretamente no grupo heme formando
um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligagao entre
a His105 axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO esta presente na quinta
posicdo, criando assim uma mudanga conformacional que ativa a GCs (para revisao ver
Lucas et al., 2000; Priviero e Webb, 2010). A ativagdo desta enzima pelo NO leva a
conversao de guanosina trifosfato (GTP) no segundo-mensageiro, monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc). A elevacdo de GMPc ativa proteina quinase dependente de
GMPc (PKG), que conduz a redugdo da concentragcéo de calcio intracelular, causando o
relaxamento da musculatura lisa e, consequentemente, erecdo peniana. A resposta
erétil é interrompida quando o GMPc é hidrolisado a 5GMP, pela agao da
fosfodiesterase tipo 5 (PDES), cessando assim o processo de ere¢ao peniana (Lucas et
al., 2000; Toda et al., 2005; Francis et al., 2010).

1.5. Disfungao erétil e insuficiéncia cardiaca

A disfuncédo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcangar ou manter
erecao peniana adequada para a satisfagdo sexual (National Institutes of Health
Consensus Statement, 1993). A disfungao erétil possui graus e fatores variaveis e pode
ser de origem organica, neurogénica, psicogénica ou associadas. Na disfuncao erétil

organica, as causas mais comuns sdo de origem vasculogénica (Agarwal et al., 2006),
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sendo este fator a principal causa de DE. Além disso, a deficiéncia de 6xido nitrico tem
sido destacada como a principal causa no desenvolvimento da disfungao erétil
associada a esses fatores de risco (Bortolotti et al., 1997; Jeremy e Mikhailidis, 1998;
Sullivan et al., 1999; Kloner, 2003; Fung et al., 2004; Apostolo et al., 2009). Desta
forma, alteragdes na via de sinalizacdo NO-GCs-GMPc podem estar associadas ao
desenvolvimento das alteragdes da funcdo erétii em pacientes com insuficiéncia
cardiaca.

A insuficiéncia cardiaca € uma manifestagcdo com sérias consequéncias na saude
publica mundial sendo responsavel por 20% das internagdes em pacientes maiores de
65 anos, gerando aumento de custos nos tratamentos de saude, aumento nas
hospitalizagdes e grande diminuigdo da qualidade de vida dos pacientes (Abassi et al.,
2010). O risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca é de 20% para os americanos com
mais de quarenta anos de idade, chegando até 80% para os americanos com oitenta
anos ou mais (Yancy et al., 2013). Sabe-se que a insuficiéncia cardiaca crénica é o
processo final de varias doengas cardiovasculares, como doenca arterial coronariana,
miocardite, doenca de Chagas entre outras. E caracterizada por disfuncéo cardiaca e
anormalidade estrutural miocardica, onde o coragdo € incapaz de ejetar sangue
suficiente para as necessidades metabdlicas dos tecidos, ou apenas com elevadas
pressdes de enchimento. Esta enfermidade acomete aproximadamente 5 milhdes de
americanos, 7 milhdes de europeus e 7 milhndes de brasileiros. De acordo com uma
recente projegao da American Heart Association, € esperado um aumento de 25% na
prevaléncia de IC até 2030, gerando aumento nos custos para acima dos $95 bilhdes
(Heidenreich et al 2011). A hospitalizagao desses pacientes representa um prognéstico
da clinica da patologia, onde representa aproximadamente 4% na mortalidade
hospitalar, aproximadamente 30% da taxa de readmissao em 3-6 meses e 20-35% de
mortalidade em um ano apds hospitalizagao (Adams et al 2005). Estudos relatam forte
associagao da insuficiéncia cardiaca no desenvolvimento da disfuncdo erétil, com
prevaléncia de 58 a 85 % (Apostolo et al., 2009). Aproximadamente 75% dos pacientes
com ICC apresentam diminui¢ao da libido e 30 % relatam auséncia de relagdes sexuais.
Apesar da forte associagdo entre os quadros, os mecanismos envolvidos ainda nao

estao claramente estabelecidos.
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JUSTIFICATIVA

O aumento da incidéncia de doencgas cardiovasculares tem levado a um cresci-
mento significativo na incidéncia da insuficiéncia cardiaca tornando-se um problema de
saude publica no Brasil e no mundo. A ICC é o desfecho final da maioria das doencas
cardiovasculares, e podem atuar de maneira sinérgica aumentando a predisposigao
para o desenvolvimento da disfuncao erétil. A disfungdo do sistema nervoso autbnomo
e alteragdes na via de sinalizacdo NO-GCs-GMPc tém sido apontadas como possiveis
mediadores das complicacbdes causadas pela ICC. Entretanto, os mecanismos de sina-
lizacao intracelulares pelo qual a ICC pode levar a alteragdes na fungao erétil ainda nao
foram elucidados. Desta forma, as alteragcdes morfolégicas e funcionais sao de grande
importancia para a busca de um melhor entendimento das disfungdes urogenitais e
consequentemente para a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos para o trata-
mento destas desordens. O projeto é relevante para a area de saude publica e qualida-
de de vida de individuos portadores de ICC que apresentam disfungcdes urogenitais,
pois, o presente estudo pode repercutir positivamente ndo somente para o esclareci-
mento da fisiopatologia da DE na ICC, como também para a melhora a qualidade de

vida e a sobrevida desses pacientes.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Caracterizar a disfungéo erétil (DE) decorrente da insuficiéncia cardiaca (IC) em
ratos Sprague Dawley, procurando explorar as alteragbes funcionais das respostas
relaxantes e contrateis do tecido erétil. Para atingir tais metas, realizamos as seguintes

estratégias experimentais:

2.2. Objetivos especificos

l. Caracterizar a fungao erétil de ratos com insuficiéncia cardiaca, através de
estudo da pressao intracavernosa em animais anestesiados;

. Avaliar as alteragdes funcionais da via de sinalizacdo do NO nos corpos ca-
vernosos, realizando-se curvas concentragdo-resposta para a acetilcolina e
ao doador de NO, nitroprussiato de sédio;

Il. Avaliar os componentes neurogénicos envolvidos no controle da reatividade
da musculatura lisa cavernosa, através do relaxamento nitrérgico e contragao
neurogeénica;

V. Caracterizar as alteragdes proteicas do tecido erétil de ratos com insuficiéncia

cardiaca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram usados ratos machos da linhagem Sprague Dawley (250-300g). Os
animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigagéo Biolégica (CEMIB)
da UNICAMP e mantidos a 24° C em ciclos de claro/escuro (12/12 h), com ragdo e agua
ad libitum no Biotério Central da Universidade Sao Francisco/Braganca Paulista. Os
protocolos experimentais encontram-se aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da Universidade Sao Francisco (protocolo n° 001.06.11).

3.2. Indugao da insuficiéncia cardiaca: Modelo de fistula aortocaval

Os ratos foram previamente anestesiados com ketamina (62 mg/kg) e xilazina
(7mg/kg) administrado por via intraperitoneal (IP). Os ratos foram submetidos a
tricotomia seguida de laparotomia mediana com dissecc¢éo da artéria aorta abdominal e
da veia cava inferior, a partir da artéria renal até a origem das artérias iliacas. Foi
realizada oclusdo dos vasos por clipagem vascular logo abaixo da artéria renal.
Perfuracao da artéria aorta perpendicularmente com agulha de 16 G e bisel curto,
avanco de 1 cm no interior da artéria, seguida de transfixacdo para a parede comum
com a veia cava, abrindo-se um orificio. A agulha foi retirada, e foi realizada oclusao da
pungao original com gota de cola de cianocrilato, seguida de retirada da clipagem
vascular. Apés a criagao da fistula € gerado aumento no retorno venoso. O sucesso é
obtido com visualizagdo de fluxo arterial para o interior da veia, por transparéncia. As
suturas com fios absorviveis primeiro foram realizadas nas incisées na musculatura lisa

abdominal, em seguida foi suturada a pele do animal. (Brower e Janicki, 2001).

Os animais foram divididos no inicio do trabalho em dois grupos experimentais:

e Controle Sham (SHAM): os animais deste grupo sofreram intervengao cirurgica,
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foram submetidos ao processo de cessamento de fluxo nos vasos, porém sem a
criacdo da fistula aortocaval;
e Insuficiéncia cardiaca (IC): os animais deste grupo foram submetidos ao

procedimento cirurgico com indugao da fistula aortocaval.

Quatro semanas apos os procedimentos cirurgicos, os animais foram submetidos

aos protocolos experimentais.

3.3. Medida da pressao intracavernosa

O monitoramento da pressao intracavernosa (ICP) foi realizado com o intuito de
avaliar a funcdo erétil. Os animais receberam anestesia prévia por via intraperitoneal
(IP) com uretano (1,2 g/Kg). Foi colocada canula dotada de agulha de 26 G, esta foi
inserida no corpo cavernoso esquerdo, para que com transdutores de pressao fosse
obtido o registro da ICP (Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA). Foi realizada
laparotomia com posterior dissec¢do do nervo cavernosos esquerdo, na regiao
dorsolateral da préstata. Foi colocado sobre o nervo cavernoso um eletrodo bipolar de
platina ligado a um estimulador (DMT Current stimulator model CS 200, USA). Foram
aplicadas diferentes frequéncias (2, 4, 6, 8 e 10 Hz) gerando estimulos elétricos no
nervo cavernoso, (pulso de 1 ms, por 45 s em 6 V). Para efeito de avaliacédo da
atividade erétil in vivo os parametros utilizados foram ICP basal e ICP apds os

estimulos elétricos.

3.4. Estudo funcional da reatividade da musculatura lisa cavernosa in vitro

3.4.1. Preparo e montagem dos corpos cavernosos

Os animais foram anestesiados com isoflurano inalatério e, em seguida,

exsanguinados por secg¢do dos vasos cervicais. O pénis foi removido e colocado em
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solugéo de Krebs-Henseleit gelada na seguinte composigdo (mM): NaCl, 130; NaHCOs,
14.9; dextrose, 5.5; KClI, 4.7; KH,PO4, 1.18; MgSO47H,0, 1.17 e CaCl,.2H,0, 1.6. Apds
a remogao da veia dorsal, uretra, tecidos conjuntivos e glande peniana, os corpos
cavernosos foram isolados a partir da extremidade proximal apdés secgao do septo
fibroso que os conecta. Desta forma, dois segmentos de corpo cavernoso foram obtidos
de cada animal, com peso aproximado de 0,25 g cada segmento.

Os tecidos foram montados em sistemas para 6rgao isolado (10 ml) preenchidos
com a solugao Krebs-Henseleit, continuamente aerado com 02:COz2 (95:5%) e mantidos
a temperatura de 37°C. Os segmentos de corpo cavernoso foram fixados em entre as
unidades fixa do sistema, sendo aplicada tensdo de 5 mN ajustada periodicamente até
o periodo de estabilizagdo (60 min), com troca da solugao de Krebs a cada 15 minutos.
Para verificagdo das alteragdes de tensdo foram usados transdutores isométricos (AD
Instruments, Australia) em sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados (software
versao 7.2, AD Instruments, Australia). Para os nervos foi realizada estimulagéo elétrica
(EFS), no qual os tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina paralelamente
dispostos, com indugao por Grass S88 (Astro-Med Industrial Park, EUA), por geragao
de pulsos de 1 ms de duracdo a 50 V em frequéncias variadas (1-32 Hz).

A viabilidade dos tecidos foi verificada pela contragdo induzida pelo KCI (80 mM)
ao banho, substituindo o NaCl, mantendo a osmolaridade da solugdo nutritiva. Foram
considerados viaveis os tecidos que apresentarem resposta contratii ao KCI, sendo
assim, utilizados nos protocolos experimentais. As respostas contrateis dos agonistas
foram medidas em mN/mg de peso umido do “strip” do corpo cavernoso. O logaritmo
das concentragdes molares dos agonistas ficara representado nas abscissas e a
resposta contratii em mN/mg nas ordenadas. Os graficos foram tracados e analisados
através do programa computacional “GraphPad PRISM” (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA). Os valores foram calculados pelo uso da seguinte equagao:

E = Emax/ [(1+ (10c/10X) N + @]
Onde:

e E € elevagao do tbnus basal,
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e Emax é a maxima resposta que o agonista pode produzir;

¢ “C” é o logaritmo da ECsp, que é a concentragdo do agonista que produz 50% da
resposta maxima;

e “X” é o logaritmo da concentracédo do agonista, o expoente;

¢ “N”, significa a inclinagao da curva concentragao-resposta;

e & ¢ aresposta observada na auséncia do agonista.

3.4.2. Curvas concentragao-efeito em corpo cavernoso

3.4.2.1. Avaliacao da via de sinalizacao NO-GCs-GMPc em ratos com insuficiéncia

cardiaca

Foram construidas curvas dependentes da concentracdo de nitroprussiato de
sédio (SNP; 10nM — 1mM) que é um doador de Oxido nitrico e dependentes da
concentracao de acetilcolina (Ach; 10nM —1mM) que possui agao agonista muscarinico,

em tecidos pré contraidos com fenilefrina (PE; 10uM).

3.4.2.2. Avaliagao dos mecanismos contrateis em ratos com insuficiéncia cardiaca

A avaliagdo dos mecanismos contrateis se dara por construcdo de curvas
dependentes da concentracédo de fenilefrina (10nM — 100uM), que € um agonista de
receptores a1 - adrenérgicos, com acao simpaticomimética direta, assim promovendo

contracdo muscular.

3.4.3. Curvas frequéncia — resposta no corpo cavernoso

Foi realizada estimulagdo elétrica de campo nos nervos autonémicos (EFS)

colocando os tecidos montados entre dois eletrodos de platina. Os tecidos sofreram
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tratamento prévio com guanetidina (30uM), gerando esgotamento molecular das
terminagcbes adrenérgicas e com atropina (1uM) gerando bloqueio da resposta
muscarinica. Os tecidos sofreram estimulagédo elétrica a uma voltagem de 50 V, em
pulsos de 1 ms, com intervalos de 0,2 ms, por 10s, em frequéncias 1,2,4,8,16 e 32 Hz,
com intervalo de 3 minutos entre os estimulos. Foi utilizado aparelho Grass Telefactor
S88 (West Warwick, RI, EUA). Respostas expressas em nN/mg de peso umido do
“strip”. A avaliagdo da resposta contratil induzida pelo EFS, em tecidos com ténus basal,
ocorreu de acordo com experiéncia prévia como descrito por Teixeira e colaboradores
(1998) e Claudino e colaboradores (2009).

3.5. Western Blotting

Os tecidos dos corpos cavernosos foram removidos, isolados e congelados a - 80°
C. Posteriormente foram triturados em aparelho Polytron na presenca de tampao de
extragcdo (EDTA 200 mM, Trisma base 1M, pirofosfato de sédio, fluoreto de sddio,
ortovanato de sodio, PMSF, etanol, aprotinina e H20). Posteriormente adicionado Triton
10 % na proporc¢ao de 10 % do volume de tampao de extragdo e repouso no gelo por
40 minutos. Finalmente centrifugagdo por 20 minutos a 4° C em 12000 rpm e
sobrenadante mantido a -80° C.

As amostras passaram por dosagem proteica (Bioclin) em ftriplicata, foram
adicionados 10 yL de amostra no tubo amostra, 10 uL de padrao no tubo padréo e 500
ML de Biureto em todos os tubos. Apds homogeneizagéo e repouso de 10 minutos foi
realizada leitura em 545 nm (510 - 550 nm) em espectrofotdbmetro, acertando o zero
com o Branco (apenas Biureto). Apés a dosagem foi adicionado solugdo de Laemmli
(Laemmli, 1970), e foram aplicadas em volumes padronizados em gel de poliacrilamida
para corrida e separagao proteica. Posteriormente ocorrera a transferéncia das bandas
geradas no gel para membrana de nitrocelulose. Para bloquear os sitios inespecificos
as membranas foram mantidas em solugéo de caseina por uma hora.

As membranas entdo foram incubadas com anticorpos primarios especificos para

oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
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fosfodiesterase tipo-5 (PDES). Posteriormente as membranas foram incubadas com
anticorpos secundarios especificos aos anticorpos primarios utilizados. As bandas
imunorreativas foram reveladas por utilizagao de kit de quimiluminescéncia. De acordo
com o peso molecular de cada proteina, a localizagdo da banda desejada foi
visualizada por comparacdo com posicao do marcador de peso molecular, este com
cada faixa de peso e cor conhecida. A intensidade das bandas marca a expressao
proteica e foi determinada por analise em software Image J (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA), com posterior geracao de graficos em programa “GraphPad
PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.6. Analise estatistica

Valores experimentais de contragdo foram calculados em relacdo a contragdo
maxima produzida pelos agonistas no corpo cavernoso dividido pelo peso umido de
tecido. Os valores de relaxamento em relacdo a contragdo maxima produzida pela
fenilefrina (10 pyM), os quais foram tomados como 100%. Valores de ECsy foram
apresentados como o logaritmo negativo (pECsp) calculados pelo programa GraphPad
Prism. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao das meédias
(E.P.M.) de n experimentos indicados em cada caso. Teste t ndo-pareado de Student foi
utilizado para comparagdo dos grupos analisados. Valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal e parametros cardiacos

Ambos os grupos analisados nao apresentaram diferengas significativas nos
valores de peso corporal inicial. Além disso, 0os grupos apresentaram um aumento
significativo do peso apos 4 semanas, sendo que, esse aumento nao foi
significativamente diferente em nenhum dos grupos analisados (Tabela 01). Apos 4
semanas do procedimento cirurgico a pressao arterial média também nao foi alterada
tanto no grupo SHAM (91 = 11 mmHg) como no grupo IC (105 £ 15 mmHg; Tabela 01).
Para a analise do desenvolvimento da IC foram utilizados simples parametros como o
peso da massa cardiaca total (coracdo) e a massa do ventriculo isolado esquerdo.
Nossos resultados mostraram que apds 4 semanas os animais do grupo IC
apresentaram um significativo aumento tanto da massa cardiaca total (MCT; 2,31 £ 0,23
g*) como da massa do ventriculo esquerdo isolado (VE; 1,65 + 0,14 g*) quando
comparado ao grupo SHAM (MCT = 1,55 + 0,02 g; VE = 1,14 £ 0,01). Valores de

P<0,05 foram considerados significativos.

Tabela 1. Peso corporal, pressao arterial média, massa cardiaca total e massa do
ventriculo esquerdo isolado de animais SHAM e IC apds 4 semanas do processo de

inducao da fistula aortocaval.

Pressao Massa Massa
Peso corporal

(9)

arterial média cardiaca total VE isolado

(mmHg) (9) (9)

Grupos Inicial Final Final Final Final
SHAM 301+12 417 +15(7) 91 1+ 11 (5) 1,55+ 0,02 1,14 £ 0,01
IC 308+4 40314 (8) 105 + 15 (5) 231+0,23* 1,65+0,14*

* P<0.05 comparado ao grupo controle.
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4.2. Medida da pressao intracavernosa.

A funcao erétil avaliada através da medida da pressao intracavernosa “in vivo”. Os
animais do grupo IC nao apresentaram alteragbes significativas na presséo
intracavernosa basal (10,78 + 3,78 mmHg) quando comparado ao grupo Sham (9,85 +
1,38 mmHg; Figura 1A). Entretanto, os valores de ICP, nas maiores frequéncias (6, 8 e
10 Hz), foram significativamente menores nos animais-IC quando comparados ao grupo

controle (Figura 1B).
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Figura 1: Avaliagéo da resposta erétil in vivo pela estimulagédo do nervo cavernoso de
ratos controle (SHAM) e de ratos com insuficiéncia cardiaca (IC). Valores de ICP basal
(painel A) e valores de ICP ap6s estimulo (painel B). Os dados representam as médias
+ erro padrdo da média de 4 - 5 experimentos. **p<0.05 comparado ao grupo controle.
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4.3. Relaxamento induzido pela acetilcolina em corpos cavernosos de ratos

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construgdo de
curvas concentracao-efeito a acetilcolina (ACh; 1nM - 1mM) em corpo cavernoso de
ratos, pré-contraidos com fenilefrina (PE, 10 pM). A adicdo cumulativa de ACh
promoveu um relaxamento dependente da sua concentracdo na musculatura lisa do
corpo cavernoso de ratos apresentando uma poténcia (pECsy) de 5,07 + 0,32 e
resposta maxima (Emax) de 39 + 3%. Porém, os animais-IC ndo apresentaram
alteragdes significativas nos parametros farmacolégicos analisados (pECso: 5,11 £ 0,27;
Emax: 35 + 3%; Figura 2).
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Figura 2: Curvas concentragéo-efeito a ACh (10 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de
ratos controle (SHAM) e ratos com insuficiéncia cardiaca (IC). O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contracéo induzida pela PE (10 uM), que foi tomada
como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdao da média de 5
experimentos.
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4.4. Relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio em corpos cavernosos de

ratos

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construgao de
curvas concentracao-efeito ao SNP (10 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos, pré-
contraidos com fenilefrina (10 pM). A adigdo cumulativa de SNP promoveu um
relaxamento dependente de sua concentracédo na musculatura lisa do corpo cavernoso
de ratos, apresentando uma poténcia (pECso) de 5.35+0.33 e resposta maxima (Emax)
de 8716%. Entretanto, os animais-IC n&o apresentaram alteragdes significativas nos

parametros farmacoldgicos analisados (pECs: 5,48+0,12; Emax: 8214, Figura 3).
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Figura 3 Curvas concentragao-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP, 10 nM — 1 mM)
em corpo cavernoso de ratos controle (SHAM) e ratos com insuficiéncia cardiaca. O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragéo induzida pela PE (10 uM),
que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média
de 5-7 experimentos.
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4.5. Relaxamento induzido pela EFS em corpos cavernosos de ratos

O relaxamento nitrérgico foi avaliado através da construgcdo de curvas
frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS 1-32 Hz). O EFS promoveu um
relaxamento dependente de sua frequéncia na musculatura lisa cavernosa de ratos, os
tecidos foram previamente tratados com guanetidina (30 uM; depletor das terminagdes
adrenérgicas) e atropina (1 pM; antagonista muscarinico) e apdés um periodo de 30
minutos foram pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Os animais-IC apresentaram uma
reducdo significativa do relaxamento da musculatura lisa cavernosa nas maiores

frequéncias avaliadas (8, 16 e 32 Hz), quando comparados ao grupo controle (Figura
4).
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Figura 4: Curvas frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS 1-32 Hz) em corpo
cavernoso de ratos controle (SHAM), e ratos submetidos ao processo de fistula
aortocaval (IC). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida
pela PE (10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro
padrdao da média de 4-7 experimentos. *P<0,05 comparado com o grupo SHAM.
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4.6. Contragao induzida pela fenilefrina em corpos cavernosos de ratos

O mecanismo contratil foi avaliado através da construgcao de curvas concentragao-
efeito a fenilefrina (PE; 10nM - 100uM) em corpo cavernoso de ratos em tonus basal. A
adicdo cumulativa de PE promoveu uma contracdo dependente de sua concentragao na
musculatura lisa cavernosa de ratos apresentando uma poténcia (pECso) de 5,45 £ 0,04
e resposta maxima (Emax) de 0,019 £ 0,001 mN/mg de tecido. Os animais-IC nao
apresentaram alteragbes significativas nos valores de pECsy (5,37 = 0,04) quando
comparado ao grupo controle, porém, a contragdo maxima promovida pela PE foi

significativamente aumentada no grupo IC (0,025 + 0,001 mN/mg de tecido; Figura 5).
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Figura 5: Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (PE 10 nM — 100 uM) em corpo
cavernoso de ratos controle (SHAM), e ratos com insuficiéncia cardiaca. Os dados
representam as médias + erro padrao da média de 7 experimentos. *P<0,05 comparado
com o grupo SHAM.
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4.7. Contragao induzida pela estimulagao elétrica em corpos cavernosos de ratos

A contragdo neurogénica foi avaliada através da construcdo de curvas
frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS 1-32 Hz). O EFS promoveu uma
contragdo dependente de sua frequéncia na musculatura lisa cavernosa de ratos, os
tecidos foram previamente tratados com L-NAME (100 uM; inibidor inespecifico das
enzimas oOxido nitrico sintase) e atropina (1 uM; antagonista muscarinico), em ténus
basal. Os animais-IC apresentaram aumento significativo da resposta contratil maxima

(32 Hz), quando comparados ao grupo controle (Figura 6).

0.064-0- Sham
—-8— Insuficiéncia Cardiaca

o
o
T

Contracao
(mN/mg de tecido)

©

()

hy

o
o
T

1 2 4 8 16 32
Frequéncia (Hz)

Figura 6: Curvas concentragado-resposta ao estimulo elétrico (EFS, 1-32 Hz) em corpo
cavernoso de ratos controle (SHAM), e ratos submetidos ao processo de fistula
aortocaval (IC). Os dados representam as médias = erro padrdao da média de 6
experimentos. *P<0,05 comparado com o grupo SHAM.
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4.8. Western blotting
4.8.1. Expressao proteica da eNOS

Os animais submetidos a inducdo da fistula aortocaval (IC) apresentaram
significativa reducdo da expressédo proteica da eNOS (38%), em comparagdo aos
animais controle (SHAM), valores estes corrigidos pela expressao da proteina estrutural

a-tubulina.
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Figura 7: Expressao proteica de eNOS em corpo cavernoso de ratos controle (SHAM) e
ratos submetidos a indugao da fistula aortocaval (IC). Western blotting representativo
para eNOS e a-tubulina (painel A), densitometria para eNOS (painel B). Os dados
representam as meédias + E.P.M. para 3 experimentos, corrigindo a expressao da eNOS
pela expressao da a-tubulina. *P<0,05 comparado com o grupo SHAM.
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4.8.2. Expressao proteica da nNOS

Os animais submetidos a indugéo da fistula aortocaval (IC) apresentaram redugao
da expressao proteica da nNOS (44%), em comparagao aos animais controle (SHAM),

com valores corrigidos pela expressao da proteina estrutural a-tubulina.
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Figura 8: Expressao proteica de nNOS em corpo cavernoso de ratos controle e ratos
submetidos a indugéo da fistula aortocaval. Western blotting representativo para nNOS
e a-tubulina (painel A), densitometria para nNOS (painel B). Os dados representam as
meédias + E.P.M. para 3 experimentos, corrigindo a expressdo da nNOS pela expressao
a-tubulina. *P<0,05 comparado com o grupo SHAM.
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4.8.3. Expressao proteica de PDE5

Os animais submetidos a indugéo da fistula aortocaval (IC) apresentaram redugao
significativa da expressao proteica da PDE5 (53%), em comparagdo aos animais

controle (SHAM), valores estes corrigidos pela expressdo da proteina estrutural a-

tubulina.
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Figura 9: Expressao proteica de PDES em corpo cavernoso de ratos controle (SHAM) e
ratos submetidos a indugao da fistula aortocaval (IC). Western blotting representativo
para PDE5 e a-tubulina (painel A), densitometria para PDE5 (painel B). Os dados
representam as médias + E.P.M. para 3 experimentos, corrigindo a expressao da PDES
pela expresséo da a-tubulina. *P<0,05 comparado com o grupo SHAM.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo é pioneiro ao avaliar a fisiopatologia da disfungao erétil (DE)
associada a insuficiéncia cardiaca (IC), uma vez que a associagdo dessas desordens
tem como base estudos epidemioldgicos. Nossos resultados mostram que apos 4
semanas do procedimento de indugédo da IC, pela indugéo da fistula aortocaval (FAV),
ocorre um comprometimento da funcédo erétil devido a alteracbes nas vias de
sinalizagdo (contracdo e relaxamento) responsaveis pelo controle do ténus da
musculatura lisa cavernosa.

A IC é uma sindrome complexa que envolve multiplos sistemas e mecanismos
compensatoérios neuro-humorais, com manifestacbes periféricas como a disfungao
endotelial, alteragdes musculares esqueléticas, anormalidades de fluxo sanguineo, e do
controle quimioreflexo ventilatorio (Packer, 1992; Jessap, 2003). A estimulagdo neuro-
humoral com aumento dos niveis plasmaticos de noradrenalina consiste em um grande
marcador da IC, e torna o progndstico da doenca bastante negativo, com aumento do
processo inflamatério, das ativagdes progressivas do sistema renina — angiotensina —
aldosterona e do sistema nervoso simpatico, levando a piora da capacidade fisica e
reducdo na qualidade de vida. Estes sintomas sao decorrentes de uma complexa
resposta fisiopatoldgica a disfungéo ventricular e consequente diminuigdo da oferta de
oxigénio aos tecidos (Hunt et al., 2005). Em especial o débito cardiaco reduzido e a
resisténcia vascular sistémica aumentada estimulam gradativamente o sistema nervoso
simpatico em repouso e durante o exercicio, elevando a fungdo cardiaca, reduzindo a
variabilidade da frequéncia cardiaca e elevando a tonicidade simpatica vasoconstritora.
Estes estimulos fazem com que o coragdo precise de mais forga para comportar um
maior débito cardiaco, além de mais forca para aumentar a o volume de sangue
ejetado. Esse esforgo exacerbado gera hipertrofia na musculatura miocardica (Hunt et
al., 2005). Os resultados dos parametros cardiacos mostram que o0s animais
submetidos ao processo de inducdo da FAV apresentaram aumento significativo na
massa cardiaca total, aumento este de aproximadamente 50% em relagdo aos animais
controle. A analise da massa do ventriculo esquerdo isolado se faz importante devido

ao fato deste ser responsavel pelo bombeamento de sangue para a circulagéao
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sistémica, onde em caso de IC tanto a forca de bombeamento como a massa
ventricular esquerda estariam aumentadas. A analise deste parametro evidencia que os
animais que sofreram processo de indugédo da FAV apresentaram significativo aumento
na massa do ventriculo esquerdo isolado, aumento em torno de 45% em relagcéo aos
animais controle (Abassi, 2010). Assim, as alteragbes hemodinamicas, no periodo de 4
semanas, foram suficientes para promover alteracbes estruturais cardiacas nesses
animais, porém nao podemos afirmar que tais alteragdes comprometeram a fungao de
ejecao cardiaca.

Sabe-se que a IC e DE apresentam fatores de riscos semelhantes como,
diabetes mellitus e doencgas cardiovasculares (para revisdo Apostolo et al., 2009).
Esses fatores de riscos estdo associados a disfuncao do sistema nervoso autbnomo e
alteragcbes em importantes vias de sinalizagcdo como, a via do oxido nitrico-guanilil
ciclase soluvel-guanosina monofosfato ciclico (NO-GCs-GMPc). Evidéncias clinicas e
experimentais indicam que a redugao da disponibilidade de NO e/ou da reatividade ao
NO enddgeno leva a disfungao endotelial prejudicando a funcao erétil tanto em animais
como humanos (Blanco et al., 1990; Azadzoi & Saenz de Tejada, 1991).

Considerando que o éxido nitrico (NO) é fundamental para a eregdo peniana
(Andersson & Wagner 1995; Ignarro, 2002), especulamos que o comprometimento da
funcdo erétil, observado na avaliagcdo da presséo intracavernosa (in vivo), estava
associado a reducao da biodisponibilidade de NO. O NO quando liberado de fibras
nitrérgicas ou do endotélio, se difunde para células musculares lisas adjacentes e se
liga ao seu receptor fisioldgico intracelular, a guanilil ciclase soluvel (GCs). A ativagao
desta enzima pelo NO leva a conversdao de guanosina trifosfato (GTP) no segundo-
mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A elevagcao de GMPc ativa
proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que conduz a redugao da concentragao
de calcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa e,
consequentemente, eregdo peniana (Lucas et al., 2000; Priviero & Webb, 2010).
Nossos resultados (in vitro) mostraram que a avaliagdo do relaxamento da musculatura
lisa cavernosa através da liberacdo de NO oriundo de endotélio, induzido pela
acetilcolina, ndo foi alterado nos animais com IC. Resultados semelhantes foram

observados ao avaliar o relaxamento da musculatura lisa cavernosa independente de
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endotélio, induzido pelo nitroprussiato de sodio (doador de NO). Entretanto, a
expressao proteica da eNOS foi significativamente reduzida no corpo cavernoso de
ratos com insuficiéncia cardiaca, resultados semelhantes foram encontrados em corpo
cavernoso de animais com doengas cardiovasculares (Park et al., 2005; Castela et al.,
2014; Li et al., 2015). O fato de a resposta relaxante induzida pela acetilcolina nao ter
sido alterada significativamente pode ser devido a existéncia de uma pequena
populagao de receptores muscarinicos neste tecido. Esses dados estdo de acordo com
a baixa resposta relaxante induzida pelo agonista muscarinico, carbacol, em corpo
cavernoso de ratos (Hedlund et al., 1999), porém, nossos dados mostram que apés 4
semanas do processo aortocaval os animais apresentam um possivel comprometimento
na biodisponibilidade de NO oriundo de endotélio mas sem lesao endotelial no tecido
cavernoso.

Dando continuidade a analise dos mecanismos de relaxamento no pénis,
avaliamos o relaxamento nitrérgico induzido pelo EFS, bem como a expressao proteica
da nNOS, enzima amplamente presente em toda a inervacdo peniana (Toda &
Okamura, 2003), o estimulo do nervo cavernoso induz eregao peniana, o qual é
completamente abolido pelos inibidores da NOS e reduzido em animais nocautes para
NNOS (Burnet et al., 1992; Trigo-Rocha et al., 1993, 1995). A despolarizagao neuronal
promove a entrada de calcio no meio intracelular formando o complexo
calcio/calmodulina que se associa a nNOS e estimula a formacdo do NO iniciando o
processo de erec¢ao peniana (Hurt et al., 2002). Além disso, estudo recente demonstrou
que a nNOS também participa do processo de manutencdo da erecao peniana, esse
processo ocorre através da ativacao da proteina kinase dependente de AMPc (PKA)
que fosforila a nNOS (P-nNOS), através do sitio de serina S1412 (Hurt et al., 2012).
Nossos resultados mostram que os animais com insuficiéncia cardiaca apresentaram
uma redugéo significativa tanto do relaxamento nitrérgico da musculatura lisa cavernosa
como da expressao proteica da nNOS. Esses dados corroboram com nossa avaliagao
in vivo, onde, os animais com insuficiéncia cardiaca apresentaram uma reducido da
pressdo intracavernosa. Desta forma sugerimos que a redugao da expressao proteica
da eNOS e nNOS associado a redugéo do relaxamento nitrérgico promove redugao da

pressao intracavernosa e comprometimento da funcdo erétil, levando ao
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desenvolvimento da disfuncéo erétil em ratos com IC.

No processo da eregdo peniana, a acdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDES5), é
hidrolisar o GMPc a 5’GMP, cessando assim a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Toda
et al., 2005), paradoxalmente, nossos resultados mostraram redugdo da expressao
proteica da PDE5 no corpo cavernoso de ratos com insuficiéncia cardiaca, sugerindo
possivel mecanismo compensatorio por diminuicdo da biodisponibilidade de NO.
Diversos trabalhos tém mostrado em modelos animais que apresentam redugao da
biodisponibilidade de NO uma regulagdo negativa da atividade da PDE5 como um
mecanismo compensatorio no processo de eregcdo peniana (Champion et al., 2005;
Bivalacqua et al., 2012; 2013).

As alteragbes cardiacas decorrentes da IC podem comprometer diversos
mecanismos de controle de tdbnus da musculatura lisa vascular ou nao vascular, assim,
dando sequéncia ao trabalho avaliamos os mecanismos de contragdo do tecido
cavernosos. O grau de contragdo do musculo liso do corpo cavernoso determina os
estados funcionais de flacidez peniana, tumescéncia, erecdo ou detumescéncia
(Andersson & Wagner, 1995). O balanco entre fatores contrateis e relaxantes é
controlado por sua vez por mecanismos centrais e periféricos (Andersson, 2003). Nas
diferentes manifestagcdes da disfuncao erétil (DE), podem haver causas comuns nos
diferentes passos envolvidos na neurotransmissdo, propagagao de impulsos e
transdugado intracelular de sinais provenientes de sinalizagcdo neuronal e do proprio
musculo liso cavernoso (Mills et al., 2001). A neurotransmissdo noradrenérgica
(simpatica) tem um papel essencial na regulagdo do ténus do musculo liso dos corpos
cavernosos. Os vasos penianos e o musculo liso cavernoso recebem uma vasta
inervacao adrenérgica, sendo responsavel pelo estado flacido do pénis (Andersson,
2001). Uma vez liberada, a noradrenalina estimula a-adrenoceptores (a1), causando
contracdo da vasculatura peniana e do musculo liso trabecular do corpo cavernoso
(Andersson & Wagner, 1995). Diversos trabalhos mostram que o mecanismo contratil
pode levar ao comprometimento da reatividade da musculatura lisa cavernosa bem
como ao comprometimento da fungdo erétii em diferentes estados patoldgicos
(Baraghoush et al. 2010). Nossos resultados mostraram que tanto a contragédo

neurogénica como a resposta mediada pelo agonista adrenérgico a1l (PE) estéo
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aumentadas nos animais com insuficiéncia cardiaca, podendo contribuir para o
agravamento da disfung&o erétil associado a insuficiéncia cardiaca.

Desta forma, nossos resultados mostraram que a redugao do relaxamento nitrér-
gico e aumento da contragdo neurogénica da musculatura lisa cavernosa em ratos com
IC (ex vivo), associados a diminuigdo da expresséo proteica no tecido erétil das enzi-
mas precursoras de oOxido nitrico nNOS e eNOS (ex vivo), promoveu a redugao da
pressao intracavernosa (in vivo) e comprometimento da fungao erétil. Assim, as altera-
¢bes hemodinamicas, caracteristicas do modelo experimental, promoveram o desenvol-
vimento da disfuncdo erétil em ratos com IC, esses dados repercutem positivamente
nao somente para o esclarecimento da fisiopatologia da DE na ICC, como também para

a melhora a qualidade de vida e a sobrevida desses pacientes.
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6. CONCLUSAO

O aumento do mecanismo contratil associado a redugdao do mecanismo de
relaxamento contribui para o desequilibrio no controle do tdbnus muscular cavernoso,
bem como sua manuteng¢do, e consequentemente, favorece o desenvolvimento da

disfuncéao erétil associado a IC.
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