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RESUMO

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcangar ou manter erecdo peniana
adequada para a satisfagdo sexual. A DE ocorre em graus variaveis e prejudica a qualidade de
vida, particularmente o bem-estar pessoal e as inter-relagcdes familiares e sociais. A DE constitui
importante problema de salde publica por sua alta prevaléncia em idosos e por estar associada a
fatores de risco como a hipertenséo arterial. Dessa forma, pesquisas que procurem entender a DE
em sua fase inicial e suas relagbes com o processo de envelhecimento associado a hipertensdo
arterial podem repercutir positivamente ndo somente para o esclarecimento da fisiopatologia
dessas desordens, como também para a melhora da terapéutica e qualidade de vida. Assim, o
objetivo do trabalho foi caracterizar a fisiopatologia da DE decorrente do envelhecimento em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) de meia-idade (10 meses), procurando explorar as
alteracdes das respostas relaxantes e contrateis do tecido erétil. Nossos resultados mostraram que
0s animais de meia-idade e hipertensos de meia-idade apresentaram uma reducdo da resposta
nitrérgica induzida pela estimulacdo elétrica (EFS), do relaxamento dependente de endotélio
mediado pela acetilcolina e do relaxamento independente de endotélio mediado pelo
nitroprussiato de sodio. Além disso, os animais de meia-idade e hipertensos de meia-idade
apresentaram um aumento significativo da resposta contratil mediado pela fenilefrina e da
contracdo neurogénica induzida pela EFS. Assim, concluimos que tanto os animais de meia-
idade, quanto os animais hipertensos de meia-idade apresentam uma reducdo dos mecanismos de
relaxamento e um aumento do mecanismo contratil adrenérgico, sendo que 0s animais
hipertensos de meia-idade apresentam também um aumento do mecanismo de contracédo
neurogénica comprometendo a reatividade da musculatura lisa cavernosa e consequentemente

favorecendo o desenvolvimento da disfuncdo eretil.

Palavras-chave: Disfuncdo Erétil; Meia-idade; Ratos; hipertensdo Arterial;



ABSTRACT

Erectile dysfunction (ED) is defined as the inability to achieve or maintain adequate penile
erection for sexual satisfaction. ED occurs in different degrees and harms quality of life,
particularly the personal welfare and inter-family and social relationships. DE is an important
public health problem because of its high incidence in the elderly and it is associated with risk
factors such as hypertension. Thus, studies that aim to understand the ED in its early stages and
its relations with the aging process associated with hypertension may impact positively not only
to clarify the pathophysiology of these disorders, but also to the improve therapy and quality of
life. The objective of this study was to characterize the pathophysiology of ED associated with
aging in spontaneously hypertensive rats (SHR) middle-aged (10 months), with the objective of
explore the changes in contractile and relaxant responses of the erectile tissue. Our results
showed that middle-aged animals and middle-aged hypertensive patients showed a reduction of
nitrergic response induced by electrical stimulation (EFS) , endothelium-dependent relaxation
mediated by acetylcholine and endothelium-independent relaxation mediated by sodium
nitroprusside. Moreover, middle-aged animals and middle-aged hypertensive people experienced
a significant increase in contractile response mediated by phenylephrine and EFS-induced
neurogenic contraction. Thus, we conclude that both middle-aged animals, and hypertensive
middle-aged animals present a reduction of the relaxation mechanisms and increased contractile
adrenergic mechanism, and the hypertensive middle-aged animals show also an increase in
neurogenic contraction affecting the cavernous smooth muscle reactivity and consequently

favoring the development of erectile dysfunction.

Keywords: Erectile Dysfunction; Middle Age; Mice; Arterial hypertension;
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1. INTRODUCAO

1.1. Fisiologia da ere¢do peniana

1.1.1. Mecanismo fisioldgico da erecao peniana

Durante o estado flacido, as arteriolas e os sinusoides estdo contraidos, devido
principalmente, a ativacdo de receptores o-adrenérgicos, exercendo resisténcia maxima ao
influxo arterial. Neste estado, apenas pequena percentagem de sangue adentra 0S cOrpos
cavernosos com propositos nutricionais (Traish et al., 1999). Ao mesmo tempo em que 0S
sinusoides estdo contraidos, as veias drenam livremente para veias extra-penianas. Neste estado, a
musculatura lisa trabecular dos corpos cavernosos e das artérias cavernosas e helicinais se
mantém em contracdo permanente. As trabeculas sdo drenadas pelas vénulas emissarias que se
comunicam com as veias cavernosas. Neste estado flacido, a pO, varia de 20 a 40 mm Hg no
pénis (Kim et al., 1993). Quando o bloqueio da atividade simpatica se instala, essas musculaturas
relaxam (tumescéncia), permitindo o influxo arterial e aumento progressivo da pressao sanguinea
intracavernosa. Assim, a dilatacdo das artérias cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo
sanguineo nos espacgos lacunares, ao mesmo tempo em que o relaxamento do musculo liso
trabecular dilata os espacos lacunares, causando expansdo do pénis. O influxo de sangue arterial
estd associado a aumento na pO; (90-100 mm Hg) durante o estado de tumescéncia (Kim et al.,
1993). A elevacdo da pressdo sanguinea ao nivel das artérias helicinais promove a expansdo do
musculo liso trabecular contra a tdnica albuginea. Este evento comprime o plexo de vénulas sub-
tunicas, reduzindo o efluxo venoso no espaco lacunar; dessa forma, o pénis € mantido rigido

através do mecanismo de oclusdo venosa (Krane et al., 1989; Andersson & Wagner, 1995).



1.1.2. Mecanismos moleculares de contragéo e relaxamento do corpo cavernoso

1.1.2.1. Contracdo do corpo cavernoso e flacidez peniana

O grau de contragdo do musculo liso do corpo cavernoso determina os estados funcionais
de flacidez peniana, tumescéncia, erecdo ou detumescéncia. O balango entre fatores contrateis e
relaxantes é controlado, por sua vez, por mecanismos centrais e periféricos (Andersson, 2001;
Toda et al., 2005). Nas diferentes manifestacdes da (DE) podem haver causas comuns nos
diferentes passos envolvidos na neurotransmissdo, propagacdo de impulsos e transducao
intracelular de sinais provenientes de sinalizacdo neuronal e do proprio musculo liso cavernoso.
A noradrenalina, as endotelinas (ETs) e os prostanoides estdo entre 0s varios transmissores e
moduladores que contribuem para a contracdo do tecido erétil peniano (Gratzke et al., 2010).

A neurotransmissdo noradrenérgica (simpatica) desempenha um papel essencial na
regulacdo do tonus do musculo liso dos corpos cavernosos. Os vasos penianos e 0 muasculo liso
cavernoso recebem uma vasta inervacdo adrenérgica, que mantém o estado flacido,
principalmente através da atividade tonica destes nervos, causando liberacdo macica de
noradrenalina. Uma vez liberada, a noradrenalina estimula a-adrenoceptores (a-AR), induzindo
contracdo da vasculatura peniana e do musculo liso trabecular do corpo cavernoso (Dean & Lue,
2005).

Os mecanismos intracelulares decorrentes da atividade contréatil evocada pela ativacao de
o-AR pela noradrenalina incluem a ativacdo da fosfolipase C, a qual cataliza a clivagem de
fosfatidilinositol em inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), aumentando-se assim 0s
niveis intracelulares de célcio. Subsequentemente, o célcio se liga a calmodulina, a qual ativa a
quinase da cadeia leve de miosina (MLCK), levando ao aumento expressivo de fosforilacdo da
MLCK. Durante este processo, a MLCK fosforilada interage com a oa-actina resultando na
contracdo do masculo liso (Berridge, 2008; Gratzke et al., 2010). Vaérias evidéncias sugerem que
no COrpo cavernoso as respostas o-adrenérgicas sdo parcialmente dependentes da proteina G
monomérica RhoA e de seu alvo intracelular Rho-Kinase (Mills et al., 2003; Texeira et al., 2005;
Jin & Burnett, 2006).



1.1.2.2. Relaxamento do corpo cavernoso e erecdo peniana

O oxido nitrico (NO) é o principal neurotransmissor de um sistema de transducdo de
sinais que atua no pénis para mediar a resposta erétil (para revisdo veja Toda et al., 2005). As
enzimas responsaveis pela formacdo do NO sdo conhecidas como éxido nitrico sintases (NOS),
encontradas nas fibras nitrérgicas (NNOS) e células endoteliais (eNOS). Essas enzimas catalisam
0 metabolismo da L-arginina, formando NO e L-citrulina em duas etapas, com a formacéo do
produto intermediario Nw-hidroxi-L-arginina (Ignarro & 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 na
adventicia de artérias cavernosa e dorsal (Leone et al., 1994; Ehmke et al., 1995; Hedlund et al.,
1999; Mizusawa et al., 2001). Além disso, o endotélio tambem 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
liberacdo de NO do endotélio sinusdide, como consequéncia do aumento do fluxo sanguineo
(Musicki et al., 2004). Desta forma, a regulacdo da funcdo erétil parece ndo ser mediada
exclusivamente pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas. O aumento da forca de cisalhamento
evocado durante a resposta erétil estimula a fosfatidil-inositol 3-kinase (PI3K), fosforilando a
proteina quinase B que, por sua vez, fosforila a eNOS levando a geracdo do NO no endotélio.
Assim, acredita-se que a enzima nNOS inicia a resposta erétil enquanto que a eNOS contribui
para a manutencdo do estado erétil (Hurt et al., 2002; Burnett, 2004).

Diversos estudos conduzidos na década retrasada mostraram que inibidores da NOS tém a
capacidade de bloquear o relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso induzido por
estimulacdo elétrica das terminacdes nao-adrenérgicas nao-colinérgicas (NANC) em varias
espécies como coelho, cdo, cavalo, macaco, rato, camundongo e humano (Ignarro et al., 1990;
Leone et al., 1994; Hayashida et al., 1996; Recio et al., 1998; Okamura et al., 1998; Hedlund et
al., 1999). Apos a estimulacdo elétrica do corpo cavernoso, observaram niveis elevados de
nitritos, nitratos e citrulina no coelho e humanos (Ignarro et al., 1990; Leone et al., 1994). O NO,
bem como doadores de NO, relaxam preparac6es de tecido erétil de humanos e coelhos, e causa
tumescéncia em gatos e macacos (Rajfer et al., 1992; Bush et al., 1992; Wang et al., 1994;

Hellstrom et al., 1994). Sabe-se que, quando liberado de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO
3



se difunde para células musculares lisas adjacentes e se liga ao seu receptor fisioldgico
intracelular, a guanilil ciclase solivel (GCs). Esta ligacdo ocorre diretamente no grupo heme
formando um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligacéo
entre a His105 axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO esté presente na quinta posicéo,
criando assim uma mudanca conformacional que ativa a GCs (para revisdo veja Lucas et al.,
2000; Priviero & Webb, 2010). A ativacdo desta enzima pelo NO leva a conversao de guanosina
trifosfato (GTP) no segundo-mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina (GMPCc). A elevacéao
de GMPc ativa proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que conduz a reducdo da
concentracdo de célcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa e,
consequentemente, erecdo peniana. A resposta erétil é interrompida quando o GMPc é
hidrolisado a GMP pela acdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDES5), cessando assim 0 processo de
erecdo peniana (Lucas et al., 2000; Toda et al., 2005).

1.1.3. Disfuncéo erétil associada a doencas cardiovasculares

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcancar ou manter erecdo
peniana adequada para a satisfacdo sexual (National Institutes of Health Consensus Statement,
1993). A disfuncdo erétil ocorre em graus variaveis e prejudica a qualidade de vida,
particularmente o bem-estar pessoal e as inter-relagdes familiares e sociais (Johannes et al.,
2000). A etiologia da disfuncao erétil € um processo multifatorial e pode ser de origem organica,
neurogénica, ou ambas associadas. Na disfuncao erétil organica, as causas mais comuns sdo de
origem vasculogénica (Agarwal et al., 2006). Pacientes que apresentam doenca vascular estdo
predispostos a desenvolver disfuncdo erétil vasculogénica (Bortolotti et al., 1997; Jeremy &
Mikhailidis, 1998; Sullivan et al., 1999). A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), hipertensao
arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doencas arteriais coronarias, tabagismo,
envelhecimento e sedentarismo sdo considerados fatores de risco que atuam de maneira sinérgica
no desenvolvimento da disfuncdo erétil vasculogénica (Bortolotti et al., 1997; Jeremy &
Mikhailidis, 1998; Sullivan et al., 1999; Kloner, 2003; Fung et al., 2004; Apostolo et al., 2009).



1.1.4. Envelhecimento, Hipertensdo Arterial e Disfuncdo Erétil (DE)

O envelhecimento é conceituado como um processo complexo com multiplas alteracdes nas
estruturas fisiologicas e respostas funcionais do organismo (Jin & Burnett, 2006). O crescimento
da populagdo idosa € um fendmeno mundial e as projecdes mais conservadoras indicam que em
2020 o Brasil sera o sexto pais do mundo em niimero de idosos, com um contingente superior a
30 milhdes de pessoas (de Carvalho e Garcia, 2003). Com o0 aumento da expectativa de vida
observou-se uma maior incidéncia e prevaléncia de certas doencas, particularmente as doencas do
sistema cardiovascular (Veras, 2009; Naughton et al., 2006). A taxa de mortalidade por doencas
cardiacas e acidente vascular cerebral aumenta exponencialmente com o envelhecimento,
respondendo por mais de 40% em pessoas com idades entre 65-74 anos e aproximadamente 60%
com idade igual ou superior a 85 anos (Ungvari et al., 2010). Além disso, estudos
epidemiologicos tém mostrado que tanto o envelhecimento como a hipertensdo arterial séo
fatores de risco para o desenvolvimento da DE (Johannes et al., 2000).

A DE constitui importante problema de sadde publica por sua prevaléncia em idosos
(Seftel et al., 2003; Teles et al., 2008) e por estar associada a fatores de risco como hipertensao
arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, tabagismo e obesidade (Sullivan et al., 1999;
Jeremy et al., 2007; Wu et al., 2011). Evidéncias sugerem que a DE pode ser vista como uma
doenca vascular de manifestacdo precoce ou preditora de doengas cardiovasculares ( Montague et
al., 2005). Recente estudo epidemiolégico mostrou que a prevaléncia de DE aumenta
progressivamente com o envelhecimento, sendo de 29%, 50% e 74% em homens com idades de
40 a 49 anos, 50 a 59 anos e 60 a 69 anos, respectivamente (Teles et al., 2008). Acomete nédo
somente idosos, mas também grande porcentagem de homens de meia-idade (Feldman et al.,
1994; Teles et al., 2008). Além disso, aproximadamente 30% dos pacientes hipertensos possuem
algum nivel de disfuncdo erétil, que esta diretamente relacionado a gravidade e ao periodo da
hipertensdo arterial (Burchardt et al., 2000). Dessa forma, pesquisas que procurem entender a DE
em sua fase inicial e suas relagdes com o processo de envelhecimento associado a hipertensédo
arterial podem repercutir positivamente ndo somente para o esclarecimento da fisiopatologia

dessas desordens, como também para a melhora da terapéutica e qualidade de vida.



2. OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto propds caracterizar a fisiopatologia da disfuncéo erétil (DE) decorrente
do envelhecimento em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) de meia-idade (10 meses),
procurando explorar as alteracfes das respostas relaxantes e contrateis do tecido erétil. Para

atingir tais metas, seguiremos as seguintes estratégias experimentais:

Delineamento experimental:

2.1. Realizacdo de curvas concentragdo-resposta in vitro aos agentes relaxantes, acetilcolina e ao
doador de NO (nitroprussiato de sodio; SNP) em corpos cavernosos de ratos de meia-
idade hipertensos;

2.2. Realizacdo de curvas concentragdo-resposta in vitro ao agente contrétil, fenilefrina em corpos

cavernosos de ratos de meia-idade hipertensos;

2.3. Avaliacdo do relaxamento nitrérgico e a contracdo neurogénica nos COrpos cavernosos,
realizando-se curvas frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS) em corpos cavernosos

de ratos de meia-idade hipertensos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram usados ratos machos da linhagem Wistar Kyoto e espontaneamente hipertensos
(SHR). Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24° C em ciclos de claro/escuro (12/12 h), com rago e
agua ad libitum no Biotério Central da Universidade S8o 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. Medida de presséo arterial média (método in vivo)

As pressdes dos animais foram determinadas ap0s o periodo de 10 meses sendo
consideradas como meédias basais. Os ratos foram anestesiados com uretana (1,3 g/Kg). A
carotida direita foi canulada para monitoracdo continua da pressao arterial média atraves de

transdutores de pressao (Grass, Astro-Med Industrial Park, U.S.A.).

3.3. Preparacdo da musculatura lisa cavernosa

Os animais foram anestesiados com uretana (1,3 g/Kg). e, em seguida, exsanguinados por
seccdo dos vasos cervicais. O pénis foi removido e colocado em solucdo de Krebs-Henseleit
gelada na seguinte composicdo (mM): NaCl, 130; NaHCOj, 14.9; dextrose, 5.5; KCI, 4.7
KH,PQ,, 1.18; MgS0O,7H,0, 1.17 e CaCl,.2H,0, 1.6. Ap6s a remocdo da veia dorsal, uretra,
tecidos conectivos e glande peniana, os corpos cavernosos foram isolados a partir da extremidade
proximal apos seccdo do septo fibroso que os conecta. Desta forma, dois segmentos de corpo
cavernoso (1.0 x 0.3 x 0.2 cm) foram obtidos de cada animal. Os tecidos foram montados em
banhos para 6rgdo isolado (10 ml) preenchidos com a solugdo Krebs-Henseleit, continuamente
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aerado com 0,:CO, (95:5%) e mantida a temperatura de 37°C (pH 7.4). Os segmentos de corpo
cavernoso foram entdo suspensos entre um transdutor de for¢ca e uma unidade fixa. A tensdo
aplicada aos tecidos (5 mN) foi periodicamente ajustada até estabilizacdo (60 min) e a solucdo
nutritiva trocada a cada 15 minutos durante este periodo. As alteracGes de tensdo foram medidas
usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrélia) e registradas em sistema
PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados (software versdo 7.0, AD Instruments, Australia). Para
estimulacdo elétrica dos nervos autonémicos (EFS), os tecidos foram montados entre dois
eletrodos de platina dispostos paralelamente. A estimulacdo elétrica foi induzida através de um
estimulador Grass S88 (Astro-Med Industrial Park, EUA), pela geracdo de pulsos de 1 ms de
duracdo a 50 V em frequéncias variadas (1-32 Hz). A viabilidade dos tecidos foi verificada
atraves da contracdo produzida pela adicdo ao banho de solucéo de Krebs modificada, em que 80
mM de NaCl foi substituido de forma equimolar por KCI. Somente aqueles tecidos que

responderam ao KCI foram aproveitados e 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 concentragfes molares dos agonistas foi colocado em
abscissas e a resposta contratil 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 de poténcia e respostas maximas foram calculados pela seguinte
equacdo (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA):

E = Emax/[(1+(10c/10X)N + D]

Onde E ¢ elevacdo do tonus basal, Emax € a maxima resposta que 0 agonista pode
produzir, “c” ¢é o logaritmo da ECsp, que é a concentragdo do agonista que produz 50% da
resposta maxima; “x” ¢ o logaritmo da concentragdo do agonista, o expoente, “N”, significa a
inclinagdo da curva concentragdo-resposta e @ ¢ a resposta observada na auséncia do agonista. AS
analises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Emax, log EC50 e o “n” foram
feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism, considerando o parametro @

coOmo zero.



3.4. Protocolos experimentais

Protocolos de contracdo

Foram realizadas curvas concentracdo-resposta cumulativa ao agonista a-1 adrenérgico
fenilefrina (1 nM-100 uM) e curvas frequéncia-resposta (1-32 Hz) ao estimulo elétrico em
tecidos previamente incubados L-Name (inibidor de NO sintase; 100 uM) e atropina (antagonista
muscarinico; 1 uM).

Protocolos de relaxamento

Para analisar a resposta relaxante dos corpos cavernosos, foi realizada a pré-contracéo
tecidual com fenilefrina (10 puM). Apos a estabilizacdo da resposta contratil (sem variacfes na
tensdo), foram construidas curvas concentragdo-resposta nos COrpos cavernosos ao agonista
muscarinico acetilcolina (1 nM - 1 mM) e ao doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio
(SNP; 1 nM - 1 mM). Foram determinadas a poténcia (pECso) € a resposta maxima (Emax) €m
todos os protocolos de curva concentragcdo-resposta. O relaxamento foi calculado como

porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%.

Protocolos de relaxamento nitrérgico e contracdo neurogénica

Para o estudo da estimulacéo elétrica (EFS), os corpos cavernosos foram montados entre
dois eletrodos de platina dispostos de forma paralela. Os tecidos foram estimulados eletricamente
a uma voltagem de 50 V, com dura¢do dos pulsos de 1 milissegundo, intervalo entre os pulsos de
0,2 ms, duracdo da estimulacdo de 10 segundos nas frequéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz com

intervalo de 3 minutos entre os estimulos.

As respostas relaxantes a estimulacdo elétrica (EFS, 1-32 Hz) foram obtidas em tecidos
previamente tratados com guanetidina (30 uM) para depletar os estoques de noradrenalina, e

atropina (1 pM) para bloquear a resposta muscarinica. Em seguida, os tecidos foram pré-

9



contraidos com fenilefrina (10 uM) para constru¢do da curva frequéncia-resposta (1-32 Hz). A
resposta contrétil induzida pela estimulacéo elétrica foi avaliada em tecidos previamente tratados
com L-NAME (100 uM, inibidor ndo seletivo da NOS) e atropina (1 uM, antagonista de receptor

muscarinico).

3.5. Analise estatistica

Valores experimentais de contracdo foram calculados em relacdo a contracdo maxima
produzida pela PE (mM absoluto), e os valores de relaxamento em relacdo a contracdo maxima
produzida pela fenilefrina (10 uM), os quais foram tomados como 100%. Valores de ECs, foram
apresentados como o logaritmo negativo (pECso) calculados pelo programa GraphPad Prism. Os
resultados foram apresentados como media * erro padréo das médias (E.P.M.) de n experimentos
indicados em cada caso. Para comparacfes multiplas de variaveis independentes foi utilizado o
teste de analise de variancia (ANOVA), sequido pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05

foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal e pressao arterial média

A tabela 1 mostra que no inicio do protocolo experimental, ndo foram observadas
alteracbes significativas no peso corporal dos grupos analisados. Entretanto, ao término do
protocolo experimental os animais Wistar Kyoto jovem (3 meses) apresentaram um menor ganho
ponderal (P<0,05) quando comparado aos animais de meia-idade (10 meses)Wistar Kyoto e SHR.
Além disso, os animais SHR de meia-idade (10 meses) apresentaram um menor ganho de peso
(P<0,05) quando comparados com os grupos Wistar Kyoto de meia-idade (Tabela 1).

A presséo arterial média foi avaliada apenas ao término do protocolo experimental através
da insercdo de uma canula na artéria carotida. Nossos resultados mostram que os animais SHR de
meia-idade apresentaram um aumento significativo da presséo arterial média (P<0,05) comparado
aos grupos Wistar Kyoto jovem e de meia-idade (Tabela 1). Entretanto, ndo foram observadas
alteracdes significativas na pressdo arterial média dos animais Wistar Kyoto jovem e de meia-
idade (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal e presséo arterial média dos grupos Wistar Kyoto (WK) jovem, WK de

meia- idade e SHR de meia-idade.

Peso Corporal Pressdo Arterial
(mg) Média (mmHg)
Grupos Inicial Final A%
WK jovem 204 +6 381+2 87 83+2
WK meia- idade 2025 533 + 6* 163* 94 +4
SHR meia-idade 195 + 4 425 + 2% 118% 131 + 5%

Os dados representam as médias + erro padrdo da média para 4-8 ratos.

*P<0,05 comparado ao grupo WK-J; *P<0,05 comparado ao grupo WK-M.

11



4.2. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pelo SNP

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcdo de curvas
concentracdo-efeito ao nitroprussiato de soédio (SNP; 1 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos
pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). A adicdo cumulativa do SNP promoveu um relaxamento
dependente da concentragdo na musculatura lisa cavernosa. Ap6s 10 meses de protocolo
experimental a poténcia (pECsp) do SNP foi reduzida significativamente (P<0,05), tanto nos
animais Wistar Kyoto meia-idade (WK; 4,65 = 0,11), como nos SHR (4,64 £ 0,07), quando
comparado com o grupo WK jovem (5,27 + 0,06; Figura 01). Além disso, a resposta maxima ao
SNP foi alterada significativamente (P<0,05) apenas no grupo WK meia-idade (82 + 3%), quando
comparado ao grupo WK jovem (98 + 2%). Os valores de resposta maxima do grupo SHR meia-
idade (92 + 2%) ndo foram alterados significativamente quando comparados com 0S grupos
analisados (Figura 01).

0 e——a— e \Wistar Kyoto Jovem

e Wistar Kyoto Meia-idade
® SHR Meia-idade

pEC50

® 527+0,06
1004 ©® 4.65£0,11 *
® 464+0,07 *

Relaxamento (%)
~ a1
Ul

Log [SNP]: M

Figura 01: Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP; 1 nM — 1 mM) em
corpo cavernoso de ratos Wistar Kyoto Jovens (12 sem), Wistar Kyoto de Meia-idade (42 sem) e
SHR de Meia-idade (42 sem). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contragéo

induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os valores de poténcia estdo
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inseridos no interior do gréafico. Os dados representam as medias + erro padrdo da média de 4-7

experimentos. * P<0,05 comparado ao grupo Wistar Kyoto Jovem.

4.3. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pela acetilcolina

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construcdo de curvas
concentracdo-efeito a acetilcolina (ACh; 1 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM). A adicdo cumulativa da ACh promoveu um relaxamento
dependente da concentracdo na musculatura lisa cavernosa. Apds 10 meses de protocolo
experimental a pECso da ACh foi reduzida significativamente (P<0,05), tanto nos animais Wistar
Kyoto (WK; 4,94 + 0,20), como nos SHR (4,53 = 0,33), quando comparado com o grupo WK
jovem (6,89 + 0,09; Figura 01). Entretanto, a resposta maxima a ACh ndo foi alterada
significativamente em nenhum dos grupos analisados (WK jovem: 32 = 2%, WK meia-idade: 30
+ 1% e SHR meia-idade: 28 + 2%; Figura 02).

01 ® \Wistar Kyoto Jovem
s 1 - e Wistar Kyoto Meia-idade
< 10A ® SHR Meia-idade
2
o
& 201 pECs0
% ® 6,89+0,09
™ 301 e 4,94+020 *

e 453+0,33 *

Log [ACh]: M

Figura 02: Curvas concentracdo-efeito a acetilcolina (ACh; 1 nM — 1 mM) em corpo cavernoso

de ratos Wistar Kyoto Jovens (12 sem), Wistar Kyoto de Meia-idade (42 sem) e SHR de Meia-
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idade (42 sem). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela
fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os valores de poténcia estdo inseridos no
interior do grafico. Os dados representam as médias + erro padrdao da média de 4 experimentos. *

P<0,05 comparado ao grupo Wistar Kyoto Jovem.

4.4. Contracao de corpo cavernoso de ratos induzida pela fenilefrina

A resposta contratil foi avaliada através da construcdo de curvas concentracdo-efeito a
fenilefrina (PE; 10 nM — 100 uM) em corpos cavernosos de ratos em tonus basal. A adicéo
cumulativa da PE promoveu um efeito contratil dependente da concentracdo na musculatura lisa
cavernosa. Apo6s 10 semanas de protocolo experimental pECsy da PE ndo foi alterada
significativamente em nenhum dos grupos analisados (WK jovem: 5,58 + 0,12, WK meia-idade:
5,78 + 0,11, SHR meia-idade: 5,90 + 0,06; Figura 03). Entretanto, a resposta maxima da PE foi
significativamente aumentada apds 10 semanas de protocolo experimental tanto no grupo WK
meia-idade (4,54 = 0,58 mN) como no grupo SHR meia-idade (4,13 £ 0,18 mN), quando
comparado com o grupo WK jovem (3,17 + 0,25 mN; Figura 03)

69 pEC50 e \Wistar Kyoto Jovem
>5] ® 558 + 0,12 l e Wistar Kyoto Meia-idade
E, 4] ° 578+011 ¢ — I ------------- e SHR Meia-idade
Q e 500 =0,06
(T 34
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S
€ 21
O
O 14

0-

-8 7 -6 5 -4
Log [PE]: M

Figura 03: Curvas concentracdo-efeito a fenilefrina (PE; 10 nM — 100 uM ) em corpo
cavernoso de ratos Wistar Kyoto Jovens (12 sem), Wistar Kyoto de Meia-idade (42 sem) e SHR
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de Meia-idade (42 sem). A contracdo foi calculada como mN absoluto em tecido cavernoso
mantendo o tdnus basal. Os valores de poténcia estdo inseridos no interior do grafico. Os dados

representam as médias + erro padrdo da média de 4-6 experimentos.

4.5. Relaxamento nitrérgico do corpo cavernoso de ratos induzido pela estimulacéo
elétrica

O relaxamento nitrérgico foi avaliado através da construcdo de curvas frequéncia-resposta
ao estimulo elétrico (EFS; 1-32 Hz), em corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina
(10 uM). A EFS promoveu um relaxamento dependente do aumento da frequéncia na
musculatura lisa cavernosa e ap0s 10 semanas de protocolo experimental os animais WK meia-
idade e SHR meia-idade apresentaram uma reducdo significativa (P<0,05) do relaxamento
nitrérgico nas menores frequéncias (2, 4 e 8 Hz), quando comparado com as respectivas
frequéncias do grupo WK jovem (Figura 04). Além disso, ndo foram observadas alteracdes

significativas no relaxamento nitrérgico entre os grupos de meia- idade (Figura 04).

501
Bl Wistar Kyoto Jovem
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Figura 04. Curvas frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS; 1-32 Hz) em corpo cavernoso
de ratos Wistar Kyoto Jovens (12 sem), Wistar Kyoto de Meia-idade (42 sem) e SHR de Meia-

idade (42 sem). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela
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fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padréo

da média de 4-7 experimentos. *P<0,05 comparado com o grupo WK jovem.

4.6. Contracdo neurogénica do corpo cavernoso de ratos induzido pela estimulagdo
elétrica

A resposta neurogénica contrétil foi avaliada através da construcdo de curvas frequéncia-
efeito ao estimulo elétrico (EFS; 1-32 Hz) em corpos cavernosos de ratos em ténus basal. O EFS
promoveu uma resposta contratil dependente do aumento da frequéncia na musculatura lisa
cavernosa e apd6s 10 semanas de protocolo experimental os animais SHR meia-idade
apresentaram um aumento significativo (P<0,05) da resposta contratil nas menores frequéncias
(1, 2, 4 e 8 Hz), quando comparado com as respectivas frequéncias do grupo WK jovem e nas
frequéncias de 1, 2 e 4 Hz, quando comparado com os animais WK meia-idade (Figura 05).
Entretanto, os animais WK meia-idade ndo apresentaram alteracGes significativas quando
comparado com o grupo WK jovem (Figura 05).

* %
.o #*I
Oiili'“i

1 2 4 8 16 32
Frequéncia (Hz)

(o]
]

Bl Wistar Kyoto Jovem
Bl Wistar Kyoto Meia-idade
El SHR Meia-idade

(o))
1

Contracdo (mN)
Y £

Figura 05. Curvas frequéncia-resposta ao estimulo elétrico (EFS; 1-32 Hz) em corpo cavernoso
de ratos Wistar Kyoto Jovens (12 sem), Wistar Kyoto de Meia-idade (42 sem) e SHR de Meia-

idade (42 sem) em tonus basal. A contragdo foi calculada como contracdo maxima induzida pelo
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EFS (mN). Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5-7 experimentos.
*P<0,05 comparado com o grupo Wistar Kyoto Jovem; #P<0,05 comparado com o grupo Wistar

Kyoto Meia-idade.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos o efeito da associacdo de fatores de risco para a disfuncéo erétil
(DE), como, envelhecimento e hipertensdo arterial, caracterizando a fisiopatologia da DE
decorrente do envelhecimento em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) de meia-idade (10
meses), explorando as alteracGes das respostas relaxantes e contrateis do tecido erétil. Sabe-se
que o processo de envelhecimento, bem como, a hipertensdo arterial acarreta alteracdes
estruturais nos corpos cavernosos de humanos como aumento de colageno, fibrose, reducdo da
densidade volumétrica das células musculares lisas e endoteliais e reducdo do espessamento da
tunica albuginea (Toblli et al., 2000; Jiang et al., 2005; Ferrer et al., 2009; Tomada et al., 2010).
Essas mudancas parecem contribuir para os danos vasculares, causando reducéo da funcgéo erétil
(Jevtich et al., 1990; Ferrer et al., 2009; Tomada et al., 2010). A deficiéncia de 6xido nitrico
(NO) tem sido apontada como uma das principais causas da disfuncao erétil no envelhecimento
(Muller et al., 1991; Burnett 1997; Aranda et al., 2004; Claudino et al., 2009; Da Silva et al.,
2012). O NO ¢ o principal neurotransmissor de um sistema de transducéo de sinais que atua no
pénis para mediar a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Anderson, 2003). Sabe-se que quando
liberado de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO se difunde para células musculares lisas
adjacentes e se liga ao seu receptor fisioldgico intracelular, a guanilil ciclase solivel (GCs; Lucas
et al., 2000). A ativacdo desta enzima pelo NO leva a conversao de guanosina trifosfato (GTP) no
segundo-mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A elevacdo dos niveis
intracelulares de GMPc ativa proteinas quinases especificas, as quais fosforilam outras proteinas,
ativam canais idnicos, e através destes eventos bioquimicos intermediarios, levam a reducédo da
concentracdo de calcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa. O GMPc é
hidrolisado a GMP pela acdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), cessando assim a resposta erétil
(Lucas et al., 2000; Toda et al., 2005). Desta forma, nesta primeira etapa do estudo avaliamos o
relaxamento mediado pela via de sinalizacdo do NO. Nossos resultados mostraram que 0S
animais de meia-idade e hipertensos de meia-idade apresentaram uma reducdo do relaxamento
nitrérgico mediado pelo ESF, do relaxamento independente de endotélio mediado pelo SNP e do
relaxamento dependente de endotélio mediado pela ACh em corpos cavernosos de ratos. Esses

resultados corroboram com estudos funcionais in vitro que mostraram reducdo do relaxamento
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nitrérgico e do relaxamento dependente de endotélio em coelhos idosos de 20 meses (Angulo et
al., 2003), e de 36 a 48 meses (Numao et al., 2007) e ratos de meia-idade com 10 meses (Silva et
al., 2013). Adicionalmente, estudos in vivo realizados com ratos idosos (19-22 meses) e ratos de
meia-idade (10 meses) mostraram reducdo da pressao intracavernosa (Musicki et al., 2005; Jin &
Burnett, 2006; Silva et al., 2013) e corpos cavernosos de animais idosos apresentaram reducdo da
atividade e da expressdo da enzima NOS (Musicki et al., 2005; Bivalacqua et al., 2007). Além
disso, o relaxamento dependente de endotélio e o relaxamento nitrérgico estdo diminuidos em
corpo cavernoso de ratos hipertensos (Ushiyama et al., 2004). Desta forma, nossos resultados
mostram uma associagdo do envelhecimento e da hipertensdo arterial com o desenvolvimento da
DE, visto que as respostas mediadas pelo NO oriunda de fibras nitrérgicas e do endotélio
sinusoidal apresentam-se reduzidas no corpo cavernoso de animais de meia-idade e hipertensos
de meia-idade.

Entretanto, as alteragbes da reatividade da musculatura lisa cavernosa também podem
estar associadas com o0 aumento do estresse oxidativo e consequente reducdo da
biodisponibilidade de NO. O estresse oxidativo tem sido apontado como uma das principais
causas das complicacbes vasculares decorrentes do envelhecimento (Wei & Lee 2002), e na
etiologia de doencas cardiovasculares como, hipertensdo arterial, infarto do miocardio, danos
oriundos de isquemia e reperfusdo, aterosclerose, diabetes mellitus e hiperlipidemia (Jeremy et
al., 2002; Jiang et al., 2004, Li & Shah 2004; Hayashi et al., 2005; Muzaffar et al., 2005). O
processo de envelhecimento e a hipertenséo arterial provocam um desequilibrio entre a producgéo
das espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do tecido (Wei & Lee 2002;
Jeremy et al., 2002; Jiang et al., 2004, Li & Shah 2004; Hayashi et al., 2005; Muzaffar et al.,
2005). A producdo excessiva de ERO leva a disfungbes celulares, peroxidacdo lipidica e
mutagenicidade do DNA, podendo causar danos celulares irreversiveis e morte celular (Sawyer et
al., 2002; Giordano et al., 2005; Murdoch et al., 2006; Takimoto & Kass 2007). Varios estudos
mostram que a producéo excessiva de ERO induz a disfuncdo endotelial em animais (Van der loo
et al., 2000; Csiszar et al., 2002; Sun et al., 2004; Ungvari et al., 2007) e humanos idosos
(Donato et al., 2007; Jablonski et al., 2007). Além disso, demonstrou-se que o aumento da
producdo de ERO esta associado com a disfuncdo erétil em diferentes modelos patoldégicos como
hipercolesterolemia e hipertensdo arterial (Shunkla et al., 2005; Jin, L. & Burnett, A. L., 2007).

Além disso, estudos mostraram que o aumento de ERO reduz a biodisponibilidade de NO,
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piorando a funcdo endotelial e a atividade erétil (Keegan et al., 1999; Burnett et al., 2006).
Portanto, pretendemos investigar através de analises bioquimicas e moleculares o papel das ERO
na musculatura lisa cavernosa de ratos de meia-idade hipertensos para uma melhor compreensao
dos mecanismos envolvidos nessas desordens, uma vez que, o trabalho precursor a esse estudo
mostrou que a DE em ratos de meia idade com 10 semanas de idade estd associada com a
diminuicdo da biodisponibilidade de NO no tecido erétil devido a regulagdo positiva de
subunidade gp91 (phox) da NADPH oxidase e a regulacdo negativa da nNOS/eNOS-p, assim,
sugerindo que terapias antioxidantes podem ser uma boa abordagem farmacoldgica para prevenir
DE em seus estagios iniciais (Silva et al., 2013).

O oxido nitrico (NO) tambem é um importante modulador endégeno da contratilidade do
musculo liso, sabe-se que a inibicdo da sintese de Oxido nitrico promove um aumento das
respostas contrateis em diferentes ensaios com musculatura lisa ( Ignarro,1989; Azadzoi & Saenz
de Tejada, 1991; Jeremy & Mikhailidis, 1998). O mecanismo de contragdo da musculatura lisa
cavernosa ocorre através do aumento da concentracdo intracelular de Ca** que pode ocorrer
através da abertura dos canais de Ca®* do tipo L dependentes, permitindo a entrada do Ca**
extracelular para o sarcoplasma, ou através da ativacdo dos receptores a-adrenérgicos (AR)
acoplados a proteina G, induzindo a ativacdo da fosfolipase C que promove a conversao do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) em inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). A
formacdo do IP3 leva a ativacdo dos receptores de IP3 e rianodina no reticulo sarcoplasmatico
promovendo a liberacdo dos estoques de Ca®* no citosol. Ao ser liberado o Ca?* se liga a proteina
calmodulina formando o complexo Ca?*/calmodulina, a qual ativa a quinase da cadeia leve de
miosina (MLCK), levando ao aumento expressivo de fosforilacdo da MLCK. Durante este
processo, a MLCK fosforilada interage com a a-actina resultando na contracdo do musculo liso
(Berridge, 2008; Gratzke et al., 2010). Varias evidéncias sugerem que Nno COrpo cavernoso as
respostas o-adrenérgicas sao parcialmente dependentes da proteina G monomérica RhoA e de seu
alvo intracelular Rho-Kinase (Mills et al., 2003; Ishida et al., 2003; Texeira et al., 2005; Jin &
Burnett, 2006; Chalmers et al., 2007; Rainbow et al., 2009). Trabalhos tém demonstrado que
tanto animais idosos como hipertensos apresentam um aumento do mecanismo de contracdo da
musculatura lisa vascular e ndo vascular (Ferrer et al., 2009; Tomada et al., 2010), e um aumento
da atividade da via de sinalizacdo RhoA/Rho-Kinase (Jin et al., 2006). Assim, nesta etapa do

trabalho analisamos o mecanismo de contracdo adrenérgica e a contragdo neurogénica na
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musculatura lisa cavernosa de ratos. Nossos resultados mostraram que os animais de meia-idade e
hipertensos de meia-idade apds 42 semanas apresentaram um aumento significativo da resposta
contrétil mediada pela fenilefrina e da contragcdo neurogénica mediada pelo EFS. Desta forma,
sugerimos que o processo de envelhecimento e hipertensdo arterial leva a um aumento do
mecanismo contratil na musculatura lisa cavernosa de ratos comprometendo a funcéo erétil.
Apesar dos animais hipertensos de meia-idade terem apresentado uma reducéo
significativa do relaxamento nitrérgico, dependente e independente do endotélio, bem como, um
aumento significativo do mecanismo contratil adrenérgico e neurogénico comprometendo a
reatividade da musculatura lisa cavernosa, nossa avaliagdo prévia ndo detectou sinergismo na
associacdo dos fatores de riscos, uma vez que, ndo foram observadas alteragGes significativas na
reatividade da musculatura lisa cavernosa entre os grupos de animais hipertensos de meia-idade e
dos animais de meia-idade. Assim, maiores estudos sdo necessarios para 0 melhor entendimento

dessas fisiopatologias no desenvolvimento da disfuncdo eretil.
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6. CONCLUSAO

Desta forma, concluimos que tanto os animais de meia-idade, quanto 0s animais
hipertensos de meia-idade apresentam uma reducdo dos mecanismos de relaxamento e um
aumento do mecanismo contratil adrenérgico, sendo que os animais hipertensos de meia-idade
apresentam também um aumento do mecanismo de contragcdo neurogénica comprometendo a
reatividade da musculatura lisa cavernosa e consequentemente favorecendo o desenvolvimento

da disfuncdo erétil.
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