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A prevaléncia da disfuncdo erétil (DE) aumenta progressivamente com o
envelhecimento, sendo 29% em homens de meia-idade (40-49 anos). O aumento do estresse
oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas das complicacdes vasculares
decorrentes do envelhecimento, podendo contribuir para a DE na meia-idade. Uma das
principais consequéncias do aumento do estresse oxidativo € a inativagdo do 6xido nitrico
(NO) pelas altas concentracdes de anion superdxido (Oy). O NO pode reagir com o O,
produzindo peroxinitrito (ONOO’), reduzindo assim a biodisponibilidade de NO e o
relaxamento dos corpos cavernosos. Assim, propusemos a hipétese que o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos corpos cavernosos dos ratos de meia-
idade (CCRM) contribui para a DE nesta faixa etaria. Para tanto, utilizamos ratos jovens
(3,5 meses) e de meia-idade (10 meses). Na primeira etapa, estudamos o papel do estresse
oxidativo sobre os mecanismos relaxantes de CCRM. A pressdo intracavernosa (in vivo) foi
significativamente menor nos ratos de meia-idade. Os relaxamentos produzidos pela
acetilcolina (ACh; 10 nM — 10 mM), nitroprussiato de sodio (SNP; 10 nM — 10 mM),
sildenafil (1 nM — 10 uM), BAY 41-2272 (1 nM — 10 uM) e estimulacao elétrica (EFS; 8 —
32 Hz) foram significativamente menores nos CCRM, sendo estes prevenidos pela pré-
incubacdo com apocinina (100 pM) ou superdxido dismutase (SOD; 75 U/ml). O
tratamento cronico com apocinina (85 mg/rato/dia, por 4 semanas) também preveniu a
redugdo dos relaxamentos induzidos pela ACh, SNP e EFS em CCRM, sem modificar as
respostas nos ratos jovens. O relaxamento induzido pelo 8-Br-GMPc (10 nM — 300 uM)
permaneceu inalterado nos CCRM. Os niveis de GMPc basais e estimulados pelo SNP ou
BAY 41-2272 foram significantemente menores nos CCRM em compara¢do com o grupo
jovem, sendo restaurados pela apocinina ou SOD. A expressdo protéica da nNOS, fosfo-
eNOS (Ser-1177) e GCs (subunidades al e B1) foi significativamente menor nos CCRM,
mas nenhuma mudanca foi observada para a expressdo protéica da eNOS total e fosfo-
eNOS (Thr-495). A expressao do RNAm da gp91ph°X foi maior nos CCRM. A expressao do
RNAm da SOD-1 foi similar entre o grupo jovem e de meia-idade. Os niveis basais de
ERO foram 64% maiores nos CCRM em comparagdo com o grupo jovem. Na segunda
etapa do nosso estudo, estudamos o papel do estresse oxidativo sobre os mecanismos
contrateis dos CCRM. As respostas contrateis induzidas pela EFS (4 — 32 Hz) foram
significativamente maiores nos CCRM, as quais foram acompanhadas por um aumento de 2
vezes na expressdo protéica da tirosina hidroxilase. As respostas contréteis induzidas pela
fenilefrina também foram maiores nos CCRM. O tratamento cronico com apocinina (85
mg/rato/dia, por 4 semanas) restaurou o aumento da contragdo induzida pela fenilefrina e
EFS, assim como a expressao protéica para tirosina hidroxilase e GCs (subunidade al e 1)
nos CCRM. Em suma, nossos resultados mostram que a DE em ratos de meia-idade esta
associada a reducdo da biodisponibilidade do NO devido o aumento da expressdo do
RNAm da gp91°"* e reducio da expressdo protéica da nNOS e fosfo-eNOS (Ser-1177). A
DE na meia-idade também estd ligada a aumento da expressdo da tirosina hidroxilase e da

resposta contratil. A reducdo da expressao da GCs (subunidades o, e ;) também parece
XXXV



participar da DE em ratos de meia-idade. O tratamento crdonico com apocinina reverteu os
efeitos deletérios das ERO em ratos meia-idade, melhorando assim a funcdo erétil.
Portanto, a diminui¢do do estresse oxidativo no tecido erétil por terapias antioxidantes pode
ser uma boa estratégia farmacoldgica para o tratamento da DE em estdgios iniciais de
impoténcia sexual masculina.
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The prevalence of erectile dysfunction increases progressively with age, being 29% in
middle-aged men (40- to 49-year-old men). The increased oxidative stress has been
implicated as a major cause of ED-associated vascular complications as and may contribute
to ED in middle age. One major consequence of the increased oxidative stress is the inactivation
of nitric oxide (NO) by high concentrations of superoxide anion (O;"). The NO can react with O,,
producing peroxynitrite (ONOO), thus reducing the NO bioavailability and the corpus
cavernosum relaxation. Thus, we hypothesized that increases in reactive-oxygen species
(ROS) production in corpus cavernosum of middle-aged rats (CCMR) contributes to ED in
this age group. Therefore, we used young (3.5-month) and middle-aged (10-month) rats.
We first studied the role of stress oxidative on the relaxant mechanisms of CCMR. The ICP
was significantly reduced in middle-aged rats. The relaxations induced by acetylcholine
(ACh; 10 nM — 10 mM), sodium nitroprusside (SNP; 10 nM — 10 mM), sildenafil (1 nM —
10 uM), BAY 41-2272 (1 nM — 10 uM) and electrical field-stimulation (EFS; 8 — 32 Hz)
were significantly decreased in CCMR, all of which prevented by pre-incubation with
apocynin (100 uM) or superoxide dismutase (SOD; 75 U/ml). The treatment chronic with
apocynin (85 mg/rat/day, 4 weeks) also prevented the reduction of relaxations induced by
ACh, SNP and EFS in CCMR, without changing the response in the young rats. Relaxation
induced by 8-Br-GMPc (10 nM — 300 uM) remained unchanged. Basal levels of cGMP and
stimulated with SNP or BAY 41-2272 were significantly lower in CCMR in comparison
with young group, which were restored by apocynin or SOD. Protein expression of nNOS,
phosphorylated eNOS (p-eNOS) (Ser-1177) and sGC (a1l and B1 subunits) was reduced in
CCMR, but no changes were observed in the protein expression for total eNOS and p-
eNOS (Thr-495). The mRNA expression for the gp91ph°X was higher in CCMR. The mRNA
expression for the SOD-1 was similar between young and middle-aged groups. Basal levels
of ROS were 64% higher in the middle-aged in comparison with young group. In a second
part, we studied the role of stress oxidative on the contractile mechanisms of CCMR.
Contractile responses elicited by EFS (4-32 Hz) were significantly greater in CCMR, which
were accompanied by a 2.0-fold higher protein expression of tyrosine hydroxylase. The
contractile responses induced by phenylephrine were also greater in middle-aged group.
The treatment chronic with apocynin (85 mg/rat/day, 4 weeks) restored the increase of
contraction induced by phenylephrine and EFS, as well as the protein expression of tyrosine
hydroxylase and sGC (al and 1 subunits) in CCMR. In conclusion, our data shows that
ED seen in middle-aged rats is associated with decreased NO bioavailability due to
upregulation of mRNA expression for gp91ph°X and downregulation of nNOS e p-eNOS
(Ser-1177). The ED in middle aged is also associated with increased protein expression of
tyrosine hydroxylase and contractile responses. Downregulation of GCs (al and (1
subunits) in cavernosal also appears to participate to ED in middle-aged rats. The treatment
chronic with apocynin reverted the deleterious effects of ROS in middle-aged rats, thus
ameliorating the erectile function. Therefore, decrease of oxidative stress in erectile tissue
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by antioxidant therapies may be a good pharmacological approach to treat ED at early
stages of the male impotence.
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1. INTRODUCAO
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O envelhecimento € um processo complexo com multiplas alteracdes na fisiologia
do organismo (Hwang et al., 2009). O crescimento da populacdo idosa é um fendmeno
mundial. As projecOes mais conservadoras indicam que em 2020 o Brasil serd o sexto pais
do mundo em ndmero de idosos, com um contingente superior a 30 milhdes de pessoas (de
Carvalho e Garcia, 2003). A cada ano, 650 mil novos idosos sdo incorporados a populacio
brasileira, sendo as doencas do sistema cardiovascular as mais prevalentes em idosos
(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).

Estudos epidemioldgicos t€ém mostrado que o envelhecimento é um fator de risco
para a disfuncdo erétil (DE), independentemente de comorbidades, como doencas
cardiovasculares (Johannes et al., 2000). A prevaléncia de DE aumenta progressivamente
com o envelhecimento, acomete ndo somente idosos, mas também grande percentagem de
homens de meia-idade (Feldman et al., 1994; Teles et al., 2008). Tem sido sugerido que o
diagnostico de DE em “individuos sadios” ajuda a indicar alteracdes precoces no sistema
cardiovascular. Dessa forma, a DE pode ser considerada um marcador importante no
diagnostico de disfungdo vascular (Thompson et al., 2005; Bohm et al., 2010). O estresse
oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas implicadas em complicacdes
vasculares decorrentes do envelhecimento (El Assar et al., 2013). Entretanto, até o
momento nenhum estudo avaliou o efeito do estresse oxidativo associado ao

envelhecimento na fungdo erétil em ratos de meia-idade. Assim, propusemos a hipdtese
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que o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos corpos cavernosos

em ratos de meia-idade contribui para a DE nesta faixa etéria.

1.1. Anatomia, inervagdo e hemodindmica peniana

A anatomia geral do pénis € semelhante em todas as espécies de mamiferos. O pénis
humano consiste de trés segmentos cilindricos: os corpos cavernosos pareados localizados
na parte dorsal e o corpo esponjoso na parte ventral, o qual circunda a uretra e forma a
glande peniana na porcao distal. Cada um dos corpos cavernosos é circundado por um
tecido fibroso e compacto, a tinica albuginea, a qual € constituida em grande parte de fibras
de coldgeno, bem como de algumas fibras de elastina (Sattar et al., 2004). O tecido erétil
dos corpos cavernosos € composto de multiplos espagos lacunares interconectados,
revestidos por células endoteliais, além das trabéculas, que formam as paredes das lacunas
e consistem de bandas espessas de musculo liso e de uma estrutura fibroelastica formada
por fibroblastos, coldgeno e elastina (Krane et al., 1989). Os corpos cavernosos sao
divididos por um septo perfurado, incompleto no humano, que os permite funcionar como
uma unidade.

A parte proximal do pénis encontra-se ancorada ao osso pélvico, sendo esta regiao
denominada crura dos corpos cavernosos, enquanto a parte proximal do corpo esponjoso
forma o bulbo peniano. Tanto a crura quanto o bulbo estdo conectados aos musculos
estriados. O bulbo peniano estd circundado pelo misculo bulbocavernoso (ou
bulboesponjoso), ao passo que a crura peniana estd circundada pelo musculo

isquiocavernoso. A glande peniana apresenta uma aparéncia de esponja devido a um vasto
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plexo venoso com um grande nimero de anastomoses (Yiee et al., 2010; Hsieh et al.,
2012).

A inervagdo do pénis € autondmica (vias simpdticas e parassimpdticas) e somética
(vias sensoriais e motoras). A partir do plexo pélvico, as inervagdes simpdticas e
parassimpéticas confluem, formando o nervo cavernoso. O nervo cavernoso € um ramo do
plexo pélvico que adentra os corpos cavernosos € esponjosos para efetuar os eventos
neurovasculares durante a ere¢do e detumescéncia. Os nervos somdticos sao responsiveis
pelas sensacdes e pela contracdo dos musculos bulbo cavernoso e isquiocavernoso (Dean &
Lue, 2005).

A via simpdtica origina-se do 11° segmento tordcico e do 2° lombar, passando
através do ramo ventral do nervo espinhal (ramo comunicante branco) para a cadeia
ganglionar simpdtica. Algumas fibras dirigem-se através dos nervos esplinicos para os
plexos hipogdstrico superior e mesentérico inferior, através do nervo hipogdstrico, em
direcdo ao plexo pélvico (De groat & Booth, 1993).

A via parassimpdtica surge de neurdnios localizados do 2° ao 4° segmentos sacrais.
As fibras pré-ganglionares passam pelo plexo hipogéstrico superior pélvico para o plexo
pélvico. Os nervos cavernosos entdo se ramificam do plexo pélvico em direcdo ao pénis. A
estimulagdo do plexo pélvico e do nervo cavernoso induz erecdo, enquanto que a
estimulagdo do tronco simpdtico causa detumescéncia (Sakka & Lue, 2004).

A via somatosensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do
pénis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. Na glande do pénis humano ha
grande nuimero de terminagdes aferentes (terminacdes nervosas livres e receptores
corpusculares) (Halata & Nunger, 1986). As fibras nervosas que partem dos receptores
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convergem para o nervo dorsal do pénis que se unem a outros nervos formando o nervo
pudendo. Este dltimo adentra a coluna espinhal via segmentos S2 a S4 para terminais nos
neurdnios espinhais e interneur6nios na regido cinzenta central do segmento lombo sacral.
A ativagdo destes nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias
espinotalamicas e espinoreticular para o tdlamo e cortex sensorial, desencadeando a
percepcao sensorial. O nucleo de Onuf, do 2° ao 4° segmento sacral, € o centro da inervacao
somatomotora peniana. Estes nervos dirigem-se através dos nervos sacrais para 0 nervo
pudendo para inervar os musculos isquios e bulbo cavernosos. A contracdo do musculo
isquiocavernoso participa da fase rigida da erecdo, ao passo que a contragdo ritmica do
musculo bulbo cavernosa € necessdria para a ejaculagdo (Dean & Lue, 2005).

O suprimento de sangue para o pénis deriva-se principalmente da artéria pudenda
interna. Na maioria dos homens, esta artéria origina-se de uma das divisdes do tronco
isqueopudendo da artéria iliaca interna ao nivel da juncdo sacro-iliaca. Apds atravessar o
tronco perineal no Canal de Alcock, a artéria pudenda interna origina a artéria peniana, a
qual se subdivide na por¢do terminal em quatro ramos, designados artérias dorsal, uretral
(esponjosa), cavernosa e bulbar. A artéria dorsal adentra o pénis, sendo responsdvel pela
rigidez da glande peniana durante a erecdo. A artéria esponjosa (ou uretral) corre
longitudinalmente através do corpo esponjoso lateral até a uretra. Durante seu curso,
abastece o corpo esponjoso, tecido uretral e glande peniana. A artéria cavernosa do pénis
corresponde a um vaso bastante estreito que adentra o pénis juntamente com as veias e 0s
nervos cavernosos. Apds adentrar os corpos cavernosos, a artéria cavernosa divide-se em
multiplas ramificacdes terminais conhecidas como artérias helicinais, assim conhecidas
devido ao seu aspecto espiralado durante o estado flacido. Estas artérias abastecem os
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espacos sinusoidais. A artéria bulbar adentra o bulbo do pénis logo apds sua origem,
fornecendo sangue a glande e ao bulbo uretral proximal (Yiee et al., 2010; Hsieh et al.,
2012).

O pénis é drenado por trés subdivisdes de veias: superficiais, intermedidrias e
profundas. A drenagem venosa dos corpos cavernosos ocorre através das vénulas,
localizadas entre a periferia do tecido erétil e a tdnica albuginea. As vénulas se fundem para
formar as veias emissdrias maiores as quais rompem a tinica albuginea, e drenam em veias
penianas extra-tinicas denominadas veias cavernosa e crural (Puech-leao et al., 1987;
Krane et al., 1989). O conjunto de veias intermedidrias emerge da glande peniana e forma o
plexo retro coronal que drena na veia dorsal. Uma série de veias emissdrias e circunflexas
dos corpos cavernosos drena na veia dorsal profunda, a qual corre no sentido proximal na
linha média entre os dois corpos cavernosos para esvaziar o plexo periprostatico. O sistema
venoso profundo drena tanto os corpos cavernosos quanto o corpo esponjoso. Os espagos
cavernosos sao drenados através de um conjunto de veias emissdrias que rompem a tinica
albuginea. Nas posi¢cdes médias e distais, tais veias se fundem para formar as veias
circunflexas, as quais se esvaziam na veia dorsal profunda. Na regido proximal do pénis, as
veias emissarias formam a veia cavernosa (veia profunda do corpo cavernoso), que atinge a
veia pudenda interna. O corpo esponjoso drena através de um conjunto de veias uretrais e
bulbares (Hsieh et al., 2012).

Os sinus6ides sdao espagos formados irregularmente por trabéculas e consistem de
bandas de musculo liso, fibras eldsticas, coldgeno e um tecido frouxo contendo numerosas

arteriolas e nervos. Estes sinuséides contém sangue, sendo considerados unidades contrateis
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intrinsecamente ativos sensiveis aos estimulos neurolégicos; dessa maneira, possuem papel
fundamental nos mecanismos de erecdo e detumescéncia (Dean & Lue, 2005)..

Durante o estado flacido, as arteriolas e os sinusdides estdo contraidos, devido
principalmente, a ativacdo de receptores a-adrenérgicos, exercendo resisténcia maxima ao
influxo arterial. Neste estado, apenas pequena percentagem de sangue adentra os corpos
cavernosos com propoésitos nutricionais (Traish et al., 1999). Ao mesmo tempo em que 0s
sinusdides 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 trabéculas sdo drenadas
pelas vénulas emissarias que se comunicam com as veias cavernosas. Neste estado flacido,
a pO, varia de 20 a 40 mmHg no pénis (Kim et al., 1993). Quando o bloqueio da atividade
simpdtica se instala, essas musculaturas relaxam (tumescéncia), permitindo o influxo
arterial e aumento progressivo da pressao sangiiinea intracavernosa. Assim, a dilata¢do das
artérias cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo sangiiineo nos espacos lacunares,
ao mesmo tempo em que o relaxamento do musculo liso trabecular dilata os espacgos
lacunares causando expansdo do pénis. O influxo de sangue arterial estd associado a
aumento na pO; (90-100 mmHg) durante o estado de tumescéncia (Kim et al., 1993). A
elevacdo da pressdo sangiiinea ao nivel das artérias helicinais promove a expansdo do
musculo liso trabecular contra a tinica albuginea. Este evento comprime o plexo de vénulas
sub-tinicas, reduzindo o efluxo venoso no espaco lacunar; dessa forma, o pénis € mantido

rigido através do mecanismo de oclusdo venosa (Krane et al., 1989; Andersson, 2011).
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1.2. Contracgdo do corpo cavernoso e flacidez peniana

O grau de contracdo do miusculo liso do corpo cavernoso determina os estados
funcionais de flacidez peniana, tumescéncia, erecdo ou detumescéncia. O balango entre
fatores contréteis e relaxantes € controlado, por sua vez, por mecanismos centrais e
periféricos (Andersson, 2011). A noradrenalina e a endotelina-1 (ET-1) estdo entre os
vdrios transmissores e mediadores que contribuem para a contracdo do tecido erétil peniano
(Gratzke et al., 2010; Andersson, 2011).

A neurotransmissio noradrenérgica (simpatica) desempenha um papel essencial na
regulacdo do tonus do musculo liso dos corpos cavernosos. Os vasos penianos e o musculo
liso cavernoso recebem uma vasta inervacdao noradrenérgica, que mantém o estado fl4cido,
principalmente através da atividade tonica destes nervos, causando liberacdo macica de
noradrenalina. Uma vez liberada, a noradrenalina estimula ol-adrenoceptores (c1-AR),
induzindo contracdo da vasculatura peniana e do musculo liso trabecular do corpo
cavernoso (Andersson, 2011).

Os mecanismos intracelulares decorrentes da atividade contratil evocada pela
ativacdo de al1-AR pela noradrenalina incluem a ativagdo da fosfolipase C, a qual cataliza a
clivagem de fosfatidilinositol em inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG),
aumentando-se assim os niveis intracelulares de célcio. Subsequentemente, o cdlcio se liga
a calmodulina, a qual ativa a kinase da cadeia leve de miosina (MLC,y), levando ao
aumento expressivo de fosforilagdo da MLC,. Durante este processo, a MLC,( fosforilada
interage com a oa-actina resultando na contracdo do musculo liso (Berridge, 2008; Gratzke

et al., 2010). Evidéncias sugerem que no corpo cavernoso a atividade contratil evocada pela
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ativacdo de al-AR estd ligada a via da Rho/Rho-quinase. A Rho-quinase ativada fosforila a
subunidade regulatéria da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), resultando em
inibicao da atividade da MLCP, levando consequentemente a um aumento na contratilidade

da musculatura lisa (Gur et al., 2010; Gratzke et al., 2010).

1.3. Relaxamento de corpo cavernoso e erecdo peniana: Importincia do oxido

nitrico (NO) na erecdo peniana

O NO ¢€ o principal neurotransmissor de um sistema de transducdo de sinais que
atua no pénis para mediar a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Andersson, 2011). As
enzimas responsdveis pela formacdo do NO, referidas como 6xido nitrico sintases (NOS),
sdo encontradas nas fibras nitrérgicas (nNOS) e células endoteliais (eNOS) do tecido erétil.
Essas enzimas catalisam o metabolismo da L-arginina, formando NO e L-citrulina em duas
etapas, com a formagdo do produto intermedidrio N®-hidroxi-L-arginina (Ignarro & Murad,
1995). No rato (Hedlund et al., 1999), camundongo (Mizusawa et al., 2011) e no homem
(Leone et al., 1994), a nNOS esta localizada no plexo pélvico, nervos cavernosos € seus
terminais nervosos, além de nervos penianos dorsais e plexos nervosos na adventicia de
artérias cavernosa e dorsal. Além disso, o endotélio libera NO em resposta a ACh,
bradicinina e for¢ca de cisalhamento (Saenz de Tejada er al., 1988; Burnett, 1994; Teixeira
et al., 1998). Observou-se que a vasodilatacdo das artérias helicinais causada pela
despolarizacdo do nervo cavernoso leva a liberacdo de NO do endotélio sinusdide, como
conseqiiéncia do aumento do fluxo sangiiineo (Musicki et al., 2004). Desta forma, a funcio

erétil parece ndo ser mediada exclusivamente pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas. O
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aumento da forca de cisalhamento evocado durante a resposta erétil estimula a fosfatidil-
inositol 3-kinase (PI3K), ativando a proteina quinase B (Akt) que, por sua vez, fosforila a
eNOS no sitio regulatério Ser-1177 levando a geracdo do NO no endotélio. Assim,
acredita-se que a enzima nNOS inicia a resposta erétil enquanto que a eNOS
concomitantemente a nNOS atua na manutencao do estado erétil (Hurt ez al. 2002; 2012).

Diversos estudos mostraram que inibidores da NOS t€m a capacidade de bloquear o
relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso induzido por estimulacdo elétrica das
terminacdes NANC em espécies animais como coelho (Ignarro et al, 1990; Kim et al.,
1991), cdo (Krane et al., 1989), cavalo (Recio et al., 1998), macaco (Okamura et al., 1998),
rato (Hedlund et al, 1999), camundongo (Mizusawa et al., 2001) e humanos (Ignarro et
al., 1990; Holmquist et al., 1991; 1992; Bush et al., 1992; Kirkeby et al., 1993; Leone et
al., 1994). Apés a estimulacdo elétrica do corpo cavernoso, observaram-se niveis
aumentados de nitritos, nitratos e citrulina em coelho e humanos (Ignarro et al., 1990;
Rajfer et al., 1992; Leone et al., 1994). O NO, bem como doadores de NO, relaxam
preparagdes de tecido erétil de humanos e coelhos (Rajfer ef al., 1992; Holmquist et al.,
1993; Christ et al., 1995) e causa tumescéncia em cdes, gatos, macacos € humanos (Wang
et al., 1994; Hellstrom et al., 1994).

Sabe-se que ao ser liberado de fibras nitrérgicas ou endotélio, o NO se difunde para
células musculares lisas adjacentes, ligando-se ao seu receptor fisiolégico intracelular, a
guanilato ciclase solivel (GCs). Esta ligacdo ocorre diretamente no grupo heme formando
um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligacdo entre a
Hisjos axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO estd presente na quinta posi¢ao,
criando assim uma mudanga conformacional que leva a ativagdo da GCs (Lucas et al.,
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2000). A ativagdo desta enzima pelo NO leva a conversdo de guanosina trifosfato (GTP) no
segundo-mensageiro, GMPc. O GMPc ativa a proteina quinase dependente de GMPc
(PKG), levando a reducdo da concentracdo de cdlcio intracelular, causando o relaxamento
da musculatura lisa e, consequentemente, a erecao peniana. O GMPc € hidrolisado a GMP
pela acdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDES), cessando assim a resposta erétil (Lucas et al.,
2000; Toda et al., 2005). Atualmente, a principal terapia para a DE envolve o tratamento
oral com inibidores de PDES (Goldstein et al., 1998; Corbin et al., 2004). O primeiro
inibidor de PDES aprovado pela Food Drug Administration (FDA) foi o sildenafil

(Viagra™), seguido do vardenafil (Levitra™) e tadalafil (Cialis™).

1.4. Disfuncdo erétil, envelhecimento e estresse oxidativo

A etiologia da DE é multifatorial e complexa, podendo ser de origem organica,
psicogénica, ou a associagdo de ambas. Na DE organica, as causas mais comuns sdo de
origem vasculogénica. Pacientes que apresentam doenca vascular estdo predispostos a
desenvolver DE vasculogénica (Shamloul et al., 2013; Bortolotti et al., 1997; Jeremy &
Mikhailidis, 1998, Sullivan et al., 1999). As alteracdes da reatividade da musculatura lisa
cavernosa estdo associadas a diminuicdo da biodisponibilidade do NO e aumento da
contratilidade da musculatura lisa.

O processo de envelhecimento acarreta alteracdes estruturais nos corpos cavernosos
de humanos como aumento de coldgeno, fibrose e redu¢do da densidade volumétrica das
células musculares lisas. Essas mudancas parecem contribuir para os danos vasculares,
causando reducdo da fungdo erétil (Jevtich et al., 1990; Ferrer et al., 2009; Tomada et al.,
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2010). Estudos in vivo realizados com ratos idosos (19-22 meses) mostraram redugdo da
pressdo intracavernosa (Musicki et al., 2005; Jin et al., 2006). Estudos funcionais in vitro
mostraram reducdo do relaxamento nitrérgico e do relaxamento dependente de endotélio
em coelhos de 20, 36 e 48 meses (Angulo et al., 2003; Numao et al., 2007), assim como em
ratos de 17 meses (Nunes et al., 2012). Além disso, a atividade e a expressdo da NOS sdo
menores em corpos cavernosos de animais idosos (Musicki et al., 2005; Bivalacqua et al.,
2007). Estudos realizados em corpos cavernosos de ratos de meia-idade mostraram redugdo
da atividade da NOS e reducdo do relaxamento nitrérgico e dependente de endotélio
(Hosogai et al,. 2003; Gur et al., 2005). Confirmando a associagc@o entre envelhecimento e
DE.

O processo de envelhecimento provoca um desequilibrio entre a produ¢cdao das ERO
e a capacidade antioxidante do tecido (Wei & Lee, 2002; El Assar et al., 2013). A produgdo
excessiva de ERO leva a disfungdes celulares, peroxidacao 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 producdo excessiva de ERO induz a disfunc¢do endotelial em animais (Van
der loo et al., 2000; Csiszar et al., 2002; Sun et al., 2004; Ungvari et al., 2007; Idris Khodja
et al., 2012) e humanos idosos (Donato et al., 2007; Jablonski et al., 2007).

As principais ERO incluem o anion superoxido (O;’), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidroxila (OH), os quais participam de rea¢des bioquimicas em condi¢des
fisiolégicas ou patoldgicas (Giordano et al., 2005). O O, é produzido pelas nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases, xantina oxidase, eNOS desacoplada e
cadeia respiratéria mitocondrial (Frey et al., 2009; Sawyer et al., 2002; Giordano et al.,
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2005; Murdoch et al., 2006). Uma das consequéncias do aumento do estresse oxidativo no
envelhecimento € a inativacdo do NO pelas altas concentragdes de O, (Sun et al., 2004;
Adler et al., 2006). O NO pode reagir com o O para produzir o peroxinitrito (ONOO"),
contribuindo assim para o surgimento de vérias condicdes patoldgicas como aterosclerose e
isquemia (Pacher & Szabd, 2006; Pacher et al. 2007). A inativacdo direta do NO, em
grande parte pelo O,, pode assim contribuir para a redu¢do do relaxamento dos corpos
cavernosos (Bivalacqua et al., 2005).

Em condicdes fisiologicas, as células possuem um sistema antioxidante eficiente
que atua contra o acimulo das ERO. O sistema antioxidante é formado por enzimas
antioxidantes intracelulares, como a catalase, a glutationa peroxidase, a superdxido
dismutase (SOD), e antioxidantes ndo-enzimaticos como as vitaminas E, C, beta-caroteno e
acido lipdico (Nordberg & Arner 2001; Giordano ef al., 2005). Dentre estes antioxidantes, a
SOD ¢ considerada a principal enzima envolvida na defesa do organismo contra o O;. A
SOD atua convertendo o O, para H,O,, que posteriormente € convertida pela catalase e/ou
glutationa em dgua (Takimoto & Kass 2007; Frey et al., 2009). De fato, a reducdo da
atividade da SOD tem sido relacionada ao processo de envelhecimento, contribuindo para
as altas concentracdes de O, (Li et al., 2010). Em corpos cavernosos de ratos idosos, a

reducgdo da atividade da SOD tem sido recentemente relacionada a DE (Helmy et al., 2012).
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1.5. NADPH oxidase, apocinina e disfuncdo erétil

Em condig¢des patolégicas, a NADPH oxidase (Nox) € a principal precursora para a
formacgdo de grandes quantidades de O, intravascular (Pendyala et al., 2009). Existem 7
isoformas da Nox que s@ao denominadas Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2,
sendo que atualmente a gp91°™™* ¢ denominada Nox2. A Nox2 foi o protétipo para seus
homdlogos e, estd € um complexo enzimatico constituido por duas subunidades ligadas a
membrana, a gp91™™* (Nox2) e p22°™* e trés subunidades citosélicas, p40P" p47P"* ¢
p67"™* ¢ uma pequena GTPase (Rac 1 ou Rac2). A ativacio do complexo NADPH oxidase
inicia-se pela fosforilacdo das subunidades citosoélicas, levando a translocacio dessas para a
membrana, juntamente com a Rac, formando assim o complexo ativo. A transferéncia do
elétron do NADPH para a molécula de oxigénio no sitio catalitico resulta na formacao do
O, (Bokoch et al., 2009; Lessegue et al., 2012). O aumento da expressdo e atividade do
complexo NADPH oxidase tem sido implicados no envelhecimento (Park et al., 2007; Li et
al., 2010; El Assar et al., 2013), assim como em doencas cardiovasculares como
hipertensdo arterial, infarto do miocdrdio, danos oriundos de isquemia e reperfusao,
aterosclerose, diabetes mellitus e hiperlipidemia (Jeremy et al., 2002; Jiang et al., 2004, Li
& Shah 2004; Hayashi et al., 2005; Muzaffar et al., 2005). Estudos anteriores relataram que
o aumento da expressio da NADPH oxidase estd associado a DE em animais
hipercolesterolémicos, hipertensos e diabéticos (Jin et al., 2008; Claudino et al., 2010;
Musicki et al., 2010; Long et al., 2012; Li et al., 2012; Yang et al., 2013).

A apocinina, conhecida também como acetovanilona, € utilizada experimentalmente
como um inibidor néo seletivo da NADPH oxidase (Jin et al., 2008; Brennan et al., 2009;
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Musicki et al., 2010; Li et al., 2012; Dayal et al., 2013; Wang et al., 2013). O mecanismo
pelo qual a apocinina inibe a NADPH oxidase ndo estd totalmente esclarecido, mas parece
envolver inibicdo da translocacdo das subunidades citosélicas p67™™ e p47°™™* para a
membrana, impedindo a formag¢do do complexo NADPH oxidase (Stolk et al., 1994). O
tratamento cronico com apocinina reverte a DE em ratos hipertensos pela infusdo de

h . L.
Pi% no tecido erétil

angiotensina II, assim como o aumento da expressdo protéica para a p47
(Jin et al., 2008). O tratamento com apocinina também reverte o aumento da expressao
génica para p67™" e p47”™* no corpo cavernoso, e a DE em ratos diabéticos (Li et al.,
2012). Em camundongos deficientes para os receptores de LDL tratados com dieta rica em
colesterol, o tratamento cronico com apocinina reduz o aumento do estresse oxidativo e

~ s h h . S
reverte o aumento da expressdo protéica para p67™* e p47°"°* no tecido erétil, sem

modificar o aumento da expressdo protéica para a gp91°"* (Musicki er al., 2010).
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A DE constitui um problema de satde publica pela sua prevaléncia, impacto na
qualidade de vida do homem e pelo fato de estar associada a varias comorbidades clinica.
Estudos recentes vém sugerindo que a DE € uma manifestacdo precoce ou fator preditivo
positivo para doencas cardiovasculares. Estudos epidemioldgicos mostram que a
prevaléncia de DE aumenta significativamente com o envelhecimento, atingindo grande
percentagem em homens de meia-idade. Uma causa em potencial para complicagdes
vasculares decorrentes do envelhecimento € o aumento dos niveis de ERO, que pode
inativar o NO, produzindo impoténcia sexual masculina. Entretanto, até o momento,
nenhum estudo avaliou o efeito do estresse oxidativo associado ao envelhecimento na
funcdo erétil de ratos de meia-idade. Assim, propusemos a hipétese que o aumento da
producdo de O, nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade contribui para a DE nesta
faixa etdria. Acreditamos que o presente trabalho poderd repercutir positivamente nao
somente para o esclarecimento da fisiopatologia da DE em sua fase precoce, como também

para a melhora da terapéutica e prevencao.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar as alteragdes funcionais e moleculares da via de sinalizacdo NO — GCs —
GMPc — PDES nos corpos cavernosos em ratos de meia-idade.

Investigar o papel do estresse oxidativo sobre os mecanismos contréteis e relaxantes
de corpos cavernosos em ratos de meia-idade.

Objetivos especificos
Avaliar a pressdo intracavernosa em ratos jovens e de meia-idade;

Realizar curvas concentracio-resposta para a ACh, SNP, BAY 41-2272, sildenafil e
8-Br-GMPc, assim como o relaxamento nitrérgico;

Realizar curvas concentracdo-resposta para a fenilefrina, assim como contracao
neurogénica in vitro e expressao protéica para tirosina hidroxilase;

Avaliar os niveis de GMPc e de expressao protéica da nNOS, eNOS total, eNOS
fosforilada (serina-1177 e treonina-495) e GCs (subunidades al e 1) em corpo
cavernoso;

Realizar ensaios funcionais na presenca de SOD ou apocinina, assim como medidas

de ERO e de expressao génica da gp91ph°X e SOD-1 em corpo cavernoso;
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2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Animais

Foram usados ratos machos da linhagem Wistar jovens (3,5 meses) e de meia-idade
(10 meses). Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacao
Biolégica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24°C em ciclos de claro/escuro (12/12 h),
com ragdo e agua ad libitum no Departamento da Farmacologia da FCM/UNICAMP. Os
protocolos experimentais encontram-se aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UNICAMP (2110-1).

Tratamento com apocinina

Os animais jovens e de meia-idade foram tratados com apocinina (aproximadamente
85 mg/rato/dia) por quatro semanas, de acordo com estudo prévio (Jin et al., 2008). A
apocinina foi dissolvida na concentracdo de 10 mM na dgua de beber. A ingestdo hidrica
inicialmente foi medida a fim de se definir a ingestdo didria de dgua pelos ratos, que em
nossas condi¢des de biotério foi de aproximadamente 50 ml/dia/rato. Os ratos jovens foram

submetidos as mesmas condicdes experimentais, porém receberam apenas dgua de torneira.

2.2. Preparo dos corpos cavernosos isolados de ratos

Os ratos foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg i.p.) e exsanguinados por sec¢io
dos vasos cervicais. O pénis foi retirado na regido de inser¢do da crura e imediatamente

colocado em solucdo de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢ao em mM: NaCl, 118;
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NaHCOs, 25; glicose, 5,6; KCl, 4,7; KH,PO4, 1,2; MgS04.7H,0, 1,17 e CaCl,.6H,0, 2,5.
Ap6s remogdo do tecido conjuntivo, o tecido cavernoso foi dissecado e isolado. Cada pénis
forneceu dois segmentos de corpos cavernosos dissecados (aproximadamente 2 x 0,3 x 0,2
cm), os quais foram montados em camaras de incubagdo para 6rgdo isolado (10 ml)
preenchidas com solucdo Krebs-Henseleit, e continuamente gaseificadas com O,:CO, (95:5
%), a temperatura de 37° C (pH 7,4). Os segmentos de corpos cavernosos foram suspensos
entre um transdutor de forca de unidade fixa. A tensdo aplicada aos tecidos (5 mN) foi
periodicamente ajustada até obter-se a estabilizacdo dos mesmos (60 min). As alteragcdes de
tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrdlia) e
registradas em sistema PowerLab™ de aquisicio de dados (Software versao 7.0, AD

Instruments, Australia).

2.3. Curvas concentragcdo-resposta

Para analisar a resposta relaxante dos corpos cavernosos, realizou-se a pré-contracao
tecidual com o agonista al-adrenérgico, fenilefrina (10 uM). Apds a estabilizacdo da
resposta contratil, foram construidas curvas concentracdo-resposta ao agonista muscarinico,
acetilcolina (ACh; 10 nM -10 mM); ao doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio
(SNP; 10 nM - 10 mM); ao estimulador direto da GCs independente de NO, BAY 41-2272
(1 nM - 10 uM); ao inibidor da PDES, sildenafil (1 nM - 10 uM) e ao andlogo permeavel
do GMPc, 8-Br-GMPc (10 nM - 300 uM). As respostas relaxantes induzidas por estes
agentes também foram avaliadas em tecidos pré-incubados com SOD (75 U/ml, 15 min) ou
apocinina (inibidor da NADPH oxidase; 100 uM, 30 min), exceto para o 8-Br-GMPc. O
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relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Avaliou-se também a resposta contrétil construindo-se
curvas concentracdo-resposta cumulativa a fenilefrina (10 nM - 100 uM). A resposta
contrétil induzida por este agente também foi avaliada em tecidos pré-incubados com SOD
(75 U/ml) ou apocinina (100 uM). As curvas concentragcdo-resposta foram obtidas através
do aumento cumulativo das concentracdes da droga em questdo em uma ou meia unidade
logaritmica.

A resposta relaxante foi calculada em relacdo a contracdo maxima produzida pela
fenilefrina (10 uM), a qual foi tomada como 100%. A resposta contrétil foi calculada em
mN. Os valores de poténcia (pECsp) e resposta mixima (En.x) foram calculados pela
seguinte equagao:

E= Ena/[(1+(10°/ IOX)N + @], onde E ¢ clevacdo do tonus basal, E.x € a maxima

€ 9 4

resposta que o agonista pode produzir; “c” € o logaritimo da ECs, que € a concentracdo do
agonista que produz 50% da resposta maxima; “x” € o logaritimo da concentragdao do
agonista; “N” significa a inclinacdo da curva concentracdo-resposta ¢ @ ¢ a resposta
observada na auséncia do agonista. As andlises de regressdes nao lineares para determinar

os parametros E,x, log ECsp e o0 “n” foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), considerando o parametro ® como zero.

2.4. Estimulacdo elétrica

Para o estudo da estimulagdo elétrica (EFS), os corpos cavernosos foram montados

entre dois eletrodos de platina dispostos de forma paralela. Os tecidos foram estimulados
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eletricamente a uma voltagem de 50 V, com duragdo dos pulsos de 1 milisegundo, intervalo
entre os pulsos de 0,2 ms, durac@o da estimulacdo de 10 segundos nas frequéncias de 4, 8,
16 e 32 Hz com intervalo de 3 minutos entre os estimulos.

As respostas relaxantes a EFS (1-32 Hz) foram obtidas em tecidos previamente
tratados por 30 min 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-
contraidos com fenilefrina (10 uM), apds o qual realizou-se a curva frequéncia-resposta (4-
32 Hz). A resposta contrétil induzida pela estimulacdo elétrica foi também avaliada em
tecidos previamente tratados por 30 min com L-NAME (100 uM, inibidor ndo seletivo da

NOS) e atropina (1 uM).

2.5. Monitoramento da pressdo intracavernosa (experimentos “in vivo”)

Os ratos foram anestesiados com uretana (1,3 g/Kg). A carétida direita foi canulada
para monitoragdo continua da pressdo arterial média (PAM) e o corpo cavernoso direito foi
canulado para registro simultineo da pressdo intracavernosa (ICP), através de transdutores
de pressdo (Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA). Foi feita uma incisdo na cavidade
abdominal para exposicdo do nervo cavernoso, localizado na porcdo dorsolateral da
prostata. Eletrodos bipolares de aco inoxidavel foram conectados a um estimulador Grass
SD9 (Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA.) e posicionados no nervo cavernoso. Foi
feito ap6s 10 mim a estimulacdo elétrica do nervo (5 ms de duracdo, 6 V, durante 45 s) em
diferentes frequéncias (2, 4, 6 e 8 Hz, com intervalo de 3 min entre as frequéncias). Todos
os dados de pressdo foram coletados para andlise utilizando-se o sistema PowerLab 400 de
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aquisicdo de dados (Software versdao 7.0, AD Instruments, Austrdlia). A PAM e a ICP
foram monitoradas por pelo menos 10 min antes do inicio dos experimentos, para se
assegurar da estabilidade das medidas. Foi entdo realizada a estimulacdo do nervo
cavernoso para obtenc¢do das respostas eréteis. A razdo ICP/PAM foi utilizada para avaliar a
funcdo erétil in vivo. O cdlculo foi realizado dividindo o pico mdximo da ICP (para cada

frequéncia utilizada) pela PAM.

2.6. Determinacdo dos niveis de GMPc

Para a determinacdo dos niveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de
ratos, os tecidos foram equilibrados durante 20 min em solu¢do de Krebs continuamente
oxigenada a 37°C. Os tecidos foram entdo estimulados por 10 min com SNP (10 uM) ou
BAY 41-2272 (10 uM). Alguns tecidos foram incubados com SOD (75 U/mL, 15 min),
apocinina (100 uM, 30 min) ou ODQ (10 uM, 30 min) antes da adicdo de SNP ou BAY 41-
2272. Em seguida, os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido,
pulverizados, homogeneizados em acido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados a 1500
g por 10 min a 4 °C. O TCA foi extraido das amostras através de trés lavagens com solu¢do
de éter saturado com dgua. A preparacdo do tracer, amostras, padrdes e incubagdo com
anticorpo foram feitas conforme descrito no kit disponivel comercialmente (Cayman
Chemical Cyclic GMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em
duplicata e o peso do pellet foi utilizado para normalizar os dados que foram expressos em

pmol/mg de tecido.
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2.7. Técnica de RT-PCR em tempo real

2.7.1. Extracdo de RNA

Para a obtencdo do RNA dos corpos cavernosos dos ratos, utilizamos o método de
extracdo com o reagente TRIzol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os corpos cavernsos e TRIzol foram incubados por 5 min a
temperatura ambiente, para completa dissociagdo dos complexos nucleo-protéicos.
Duzentos pl de cloroférmio (CHCls) foram adicionados aos tubos. Os mesmos foram
agitados vigorosamente e colocados a temperatura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante
foi separado e o RNA precipitado pela adi¢cdo de 500 ul de isopropanol. Apds 10 min a
temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados (19.000 g, 10 min a 4° C). Os
sobrenadantes foram descartados e o “pellet” de RNA foi lavado com 800 pl de etanol
75%. Ap6s centrifugacio (14000 g, 5 min a 4° C), os sobrenadantes foram desprezados, e
os tubos foram invertidos e apoiados sobre gazes para eliminar o resto de etanol.
Posteriormente, o RNA foi dissolvido em dgua estéril contendo dietilpirocarbonato
(DEPC), incubado a 55° C por 10 min e colocado em gelo para solubilizacdo total do
RNA. A integridade da amostra foi verificada por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1,2 %. As amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam integras
as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S. Apds a eletroforese, as amostras de RNA

foram armazenadas em freezer -80 °C.
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2.7.2. Sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar (cDNA)
utilizando-se o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life
Sciences): 3 ug de RNA foram tratados com DNase 1, RNase-free (Fermentas Life
Science), na seguinte reacdo: 1U DNase I, 1X DNase Reaction bufferwith MgCl, (100 mM
Tris-HCl, pH7,5; 25 mM MgCl,, 1 mM CaCl,), em volume final de 10 pL. A reacdo foi
realizada por 15 min a temperatura ambiente e paralisada com 2,27 mM EDTA, incubando-
se por 5 min a 65 °C.

Para sintese do cDNA, foram adicionados 1 pL de 100 mM Oligo(dt) Primer
(volume de 12 pL) e incubado por 5 min a 65 °C. Adicionou-se entdao 20X Reaction Buffer
(250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 250 mM KCI; 20 mM MgCl,; 50 mM DTT), 2 uL de 10mM
dNTP Mix, 200U RevertAdid™ H Minus M-MulV Reverse Transcriptase e 200 U
RiboLock™ RNase Inhibitor e incubado por 1 h/ 42 °C — 5min/70°C.

A verificacdo da sintese de cDNA foi feita por meio de PCR para amplificacido do
gene beta-actina (BAC). As reagdes realizadas foram: 1X tampao Taq polimerase, | mM
MgCl,, 200 uM  dNTPs, 2000 uM  primer  BAC  forward (5
AAGAGATGGCCACGGCTGCT-3’), 200 uM primer BAC reverse (5 —
TCGCTCCAACCGACTGCTGT - 3°), 2,5 U de Taq polimerase e aproximadamente 50 ng
de cDNA, em volume final de 50 uL. O programa foi iniciado por 2 min/ 95 °C, seguido de
30 ciclos: 30 s/ 95° C — 45 s/ 50°C — 1 min/ 72 °C, sendo finalizado por 7 min/ 72 °C. Os
produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% para a verificagao
da amplificacao de 640 pb.
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2.7.3. Desenho dos primers

Os primers utilizados nas reacdes foram desenhados com o uso do site
www.invitrogen.com e com o software “Primer Express” (Applied Biosystems), analisados
no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificacdo das condi¢des de
formacdo de estruturas como hairpins e dimers. Os primers utilizados neste estudo estdao

listados na tabela 1.

Tabela-1 — Sequéncia e concentracdo dos fragmentos amplificados de cada par de
primer.

Gene Sequéncia dos primers desenhados Concentraciao
gp9l phox _ 5-CATGCTGATCTTGCTGCCAGT-3" 300 nM
gp9 Phox _ R 5-TGTCTTCGAATTCTGGTTGAG-3"

SOD1 —-F 5"-TCAATATGGGGACAATACACAAG-3~ 150 nM
SODI1 -R 5"-GGACCGCCATGTTTCTTAGA-3°
B-actin — F 5-GCAATGAGCGGTTCCGAT-3" 70 nM
B-actin — R 5"-TAGTTTCATGGATGCCACAGGAT-3"
GAPDH - F 5"-CCTGCCAAGTATGATGACATCAA-3~ 50 nM
GAPDH - R 5-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3"

2.7.4. Padronizacoes necessdrias para o PCR quantitativo em tempo real

2.7.4.1. Concentragao e eficiéncia do primer

Utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reagdes contendo cada um
dos primers (sense e anti-sense) na concentragdo final de 70, 150, 300 e 600 nM.

Considerando-se que se utilizou a mesma quantidade de amostra em todas as reacdes, o Ct
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ndo deve variar. Se o aumento da concentragdo de primer ocasiona diminuicdo de Ct, entdo
a quantidade deste reagente na reacdo ainda € insuficiente. Assim, a concentracdo Otima
escolhida foi a minima, associada ao menor Ct. A eficiéncia foi feita utilizando a
concentracdo Otima de primer com 7 concentragdes conhecidas de amostra, em escala
logaritimica: 2 ng (2x10%), 6,32 ng (2x10%), 20 ng (2x10"), 63,2 ng (2x10"), 120 ng, 200
ng (2x10%) e 632 ng (2x10*°). Os resultados sdo utilizados para construcao da curva padrao
Ct versus quantidade de amostra. Assim, para que a qRT-PCR seja confidvel e reprodutiva
sd0 necessdrias que as amplificagdes apresentem 95-100% de eficiéncia de amplificacao
(coeficiente de correlagdo de Pearson ou R2, onde r deve ser >0,95, o qual € a reflexdo da
eficiéncia da amplificacdo da qRT-PCR), a cada ciclo em duplicata e inclinacdo da reta ou
Slope entre -3,1 e 3,6. As concentracdes utilizadas dos primers estdo demonstradas na

tabela 1. A eficiéncia dos primers foi de 99,9 %.

2.7.5. RT-PCR quantitativo em tempo real — “real time RT-PCR”

As reagdes, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando-se o reagente
SYBERGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems), que, além de conter todos os
reagentes necessarios para PCR (ANTP’s, MgCL2, tampao, Taq Ampli-Gold), contém o
corante SYBERGreen, componente intercalante de dupla fita necessario para a detec¢cao da
reacdo ciclo a ciclo. Além disso, utiliza-se amostras de cDNA e primers especificos para o
gene analisado. A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System® (Applied Biosystems) em graficos de
fluorescéncia versus nimero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do
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limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior
a expressdo de um gene, ou seja, quanto mais copias existirem no inicio da reacdo, mais
precocemente ocorre a amplificagcdo e, consequentemente, menor € o Ct.

As reagOes realizadas continham 6 ul do reagente SYBERGreen PCR Master Mix®,
5 ng de amostra de cDNA e a concentracdo 6tima de primer determinada, perfazendo um
volume final de 12 pl. Em todos os casos foram feitos controles negativos, contendo dgua
estéril em substituicdo a amostra. As reagdes foram preparadas em placas de 96 pocos
(Applied Biosystems) com tampas pldsticas que permitem a passagem de luz. O programa
foi iniciado por 95 °C/ 10 min, seguido de 45 ciclos: 95 °C/ 15 segundos — 60 °C/ 1 min. Ao
final de uma amplificacdo normal adiciona-se um passo de degradacdo durante o qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60 °C para 95 °C. A medida que os produtos gerados
por PCR desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR
Green. O grafico resultante permite verificar se hd um ou mais produtos de PCR presentes
em cada reacdo, devido a diferencas de melting temperature entre os produtos de PCR

amplificados; essa diferenca € causada pelo nimero e composicio de bases de cada

produto.

2.7.6. Quantificacdo e normalizacdo das amostras pelo método geNorm version

3.4

A expressdo dos genes de interesse foi quantificada e normalizada com relacdo a
dois genes controles ou calibradores (B-actina e GAPDH). Estes sdo genes cuja expressao €
dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca varia¢do entre diversas condic¢des. Para tanto,
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ap6s a exportacdo dos valores dos CTs obtidos, para uma planilha Excel (Microsoft
Corporation, USA), foi calculada a média aritmética do CT das duplicatas. A seguir foi

ACT A
¢ , onde E = eficiéncia

obtida a quantidade de expressdo (Q), por meio da férmula Q = E
de reacdo e A CT= menor CT observado — CT de cada amostra. Desta forma, a expressao
génica foi relacionada a amostra que apresentou maior expressao (menor CT observado).
Os valores Q dos genes calibradores de cada amostra foram submetidos a0 método geNorm
(Program geNorm version 3.4) (Vandesompele et al., 2002), que calcula a média
geométrica entre eles, valor este denominado fator de normalizacdo da amostra. A
expressdo normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra foi dada

pela razdo entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o fator de normalizacdo da

mesma.

2.8. Western blotting

Os corpos cavernosos foram homogeneizados em tampao SDS utilizando-se
homogeneizador Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Inc.,
Westbury, NY, EUA), operado em velocidade méxima. Os extratos foram centrifugados a
12000xg, 4°C, durante 20 min para remover materiais insoliveis. As concentracdes de
proteina no sobrenadante foram determinadas através do método de Bradford. Quantidades
iguais de proteina de cada amostra (20 pg) foram tratadas com tampao Laemmli contendo
ditioeritrol (100 mM). As amostras foram aquecidas em banho com dgua fervente por 15
min e em seguida aplicadas em gel de poliacrilamida 10% + lauril sulfato de sédio 0,1%
(SDS-PAGE) para separacdo das proteinas por eletroforese. A eletrotransferéncia das
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proteinas para membrana de nitrocelulose foi realizada durante 60 min a 15 V (constante)
em sistema semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os sitios inespecificos na membrana
foram bloqueados com BSA (solu¢do a 5% em tampao Tris-Salina - TBS, pH 7,4) durante
1 h. A seguir, as membranas foram incubadas de 15 a 18 horas a 4°C com anticorpos
primdrios especificos para as diferentes isoformas das NOS (anti-nNOS de coelho,
policlonal, dilui¢do de 1:1000; anti-eNOS e fosfo-eNOS (ser-1177 e thr-495) de
camundongo, monoclonais, diluicio 1:2500), GCs (anti-subunidades ol de coelho,
policlonal, diluicdo 1:1000; anti-subunidades 1 de coelho, policlonal, dilui¢ao 1:1000) e
tirosina hidroxilase (TH; de cabra, policlonal, diluicdo 1:1000). A deteccdo foi realizada
utilizando-se anticorpos primérios especificos, anticorpos secunddrios HRP-conjugados e
solucdo de luminol. O peso molecular das bandas foi calculado a partir das mobilidades
relativas de proteinas marcadoras de peso molecular (faixa: 29 a 205 kDa). A intensidade
das bandas, como uma medida da expressdo da proteina, foi determinada por andlise
densitométrica mediante ao uso do Software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,

MD, EUA).

2.9. Dosagem de espécies reativas de oxigénio (ERQO)

A fluorescéncia resultante da oxidacdo da dihidroetidina (DHE) foi usada para
avaliar a geracdo de ERO. Brevemente, os corpos cavernosos foram removidos e colocados
em meio para congelamento, e em seguida congelados em gelo seco. Os corpos cavernosos
foram cortados (30 uM) em criostato e colocados em laminas com silanina. As laminas

ficaram em placa quente (37° C) por 20 min. Os cortes foram circulados com caneta
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hidrofébica e incubados com tampdo fosfato por 10 min a 37° C em camara imida. O
tampdo fosfato foi retirado. Os cortes foram incubados com DHE (10 uM) diluida em
tampao fosfato por 30 min a 37° C em camara imida. A fluorescéncia dos cortes foi
detectada em microscopio Optico (BX51, Olympus, Japao) com filtro para rodamina, com
objetiva de 10X. A fluorescéncia vermelha proveniente dos produtos de oxidacdo da DHE
foi analisada pelo software Image J (National Institute of Health, Bethesda-MD, EUA) e os
resultados foram expressos como fluorescéncia dos nicleos marcados/mm®. A
fluorescéncia foi avaliada em corpos cavernosos pré-incubados com SOD (75 U/ml, 15
min) ou apocinina (inibidor da NADPH oxidase; 100 uM, 30 min) e de ratos tratados com

apocinina na dgua de beber (85 mg/Kg/dia, por quatro semanas).

2.10. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao das médias (E.P.M.) de
n experimentos indicados em cada caso. Para comparacdes multiplas entre 4 grupos, foi
usado o teste de andlise de variancia (ANOVA-uma via), seguido pelo teste de Tukey. Para
comparacdo entre 2 grupos, usou-se o Teste t de Student ndao pareado. O programa
GraphPad Prism versdo 5 (GraphPad Software, San Diego, EUA) foi utilizado para as

andlises estatisticas. Valores de P < (.05 foram considerados significativos.
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3. RESULTADOS
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3.1. Relaxamento do corpo cavernoso em rato de meia-idade

3.1.1. Medidas de pressdo intracavernosa

As estimulagdes elétricas do nervo cavernoso produziram aumento da pressdao
intracavernosa (ICP) dependentes da frequéncia, as quais foram significativamente menores
(P < 0.05) no grupo meia-idade para todas as frequéncias estudadas (Figura 1A). Nenhuma
mudanca significativa foi observada para a pressao arterial média (PAM) em ratos de meia-

idade em relacdo ao grupo jovem (Figura 1B).

3.1.2. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pela acetilcolina

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da constru¢do de curvas
concentracdo-efeito a ACh (10 nM — 10 mM) em corpos cavernosos de ratos pré-contraidos
com fenilefrina (10 uM). A poténcia (pECsp) e a resposta méxima (E,,x) da ACh foram
significativamente (P < 0.05) menores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade em
comparacdo com os ratos jovens (Figura 2A, B; Tabela 2). A pré-incubagdo dos corpos
cavernosos com apocinina (100 uM; Figura 2A) ou SOD (75 U/mL; Figura 2B) restaurou
parcialmente (P < 0.05) a poténcia e a resposta maxima diminuidas da ACh em corpos
cavernosos de ratos de meia-idade (Tabela 2). Nem a poténcia, nem a resposta maxima da
ACh foi alterada nos corpos cavernosos de ratos jovens pré-incubados com apocinina (100

uM) ou SOD (Tabela 2).
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Figura 1. Pressdo intracavernosa (ICP) em ratos jovens e de meia-idade. Razdo pressdo
intracavernosa (ICP)/ pressao arterial médica (PAM) (A). Valores de PAM (B). Os dados
sdo expressos como média + erro padrao da média de 5 animais. *P < 0.05 comparado com

0 grupo jovem.
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Figura 2. Curvas concentracdo-efeito a acetilcolina (ACh) em corpos cavernosos de ratos
jovens e de meia-idade na presenca de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 puM), que foi
tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5-6
experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o
grupo meia-idade nado tratado. As curvas a ACh nos grupos jovem e meia-idade, na
auséncia de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualizacdo dos

resultados.
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Tabela 2: Valores de poténcia (pECsy) e resposta maxima (Ej.x) obtidos de curvas

concentracdo-resposta em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade.

Jovem Meia-idade

pECso Emax (%) pECSO Emax (%)
ACh 4.06+0.12 70+ 1 3.06+0.03 # 372 #
ACh/Apo 4.01 £0.06 75+4 332+008 «# 64+£3%*
ACh/SOD 4.01+0.11 81 +£3 379 £0.17 * 49 + 3 *4
SNP 5.37 £0.08 103 £2 4.31 = 0.06# 88 +2 #
SNP/Apo 5.25+0.09 102 £ 1 5.22 +£0.08%* 101 £1 *
SNP/SOD 5.55+0.10 107 £3 5.43 +£0.09* 105 £2 *
BAY 7.23 +£0.05 1033 6.60+0.05# 92 +4
BAY/Apo 7.43 £0.03% 110+ 5 7.48 £0.04 * 101 +4
BAY/SOD 7.70 £ 0.06%* 106 £ 6 7.54 £0.04 * 114 £4
Sildenafil 7.32 +£0.05 97 +4 6.69 £ 0.06 # 97 +2
Sildenafil/Apo  7.65 +0.03 * 97 +2 7.80 + 0.04 * 97 +4
Sildenafil/SOD  7.69 + 0.04 * 102 +4 7.72 £0.03 * 109 + 1
8-Br-GMPc 5.31 £0.07 97 +5 5.26 £0.05 94 + 1

Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh, 10 nM — 10 mM), nitroprussiato de
sodio (SNP, 10 nM — 10 mM), BAY 41-2272 (BAY, 1 nM — 10 uM), sildenafil (1 nM — 10
uM) e 8-Br-GMPc (10 nM — 300 uM), na auséncia e na presenca de apocinina (Apo, 100
uM) ou superoxido dismutase (SOD; 75 U/ml) em corpos cavernosos de ratos jovens e de
meia-idade. Os dados representam média + E.P.M. para 5 — 6 animais. *P < 0.05
comparado com o respectivo grupo ndo tratado; #P < 0.05 comparado com o respectivo
valor do grupo jovem.
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3.1.3. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo nitroprussiato de sodio

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcdo de
curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP, 10 nM — 10 mM) em corpos
cavernosos de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). A poténcia e a resposta
maxima do SNP foram significativamente menores (P < 0.05) nos corpos cavernosos dos
ratos de meia-idade em comparag¢do com os ratos jovens (Figura 3A, B; Tabela 2). A pré-
incubacdo dos corpos cavernosos com apocinina (100 uM) ou SOD (75 U/mL) restaurou
totalmente (P < 0.05) a poténcia e a resposta médxima diminuidas do SNP em corpos
cavernosos de ratos de meia-idade (Figura 3A, B; Tabela 2). Nem a poténcia, nem a
resposta maxima do SNP foi alterada nos corpos cavernosos de ratos jovens pré-incubados

com apocinina (100 uM) ou SOD (75 U/mL) (Tabela 2).
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Figura 3. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP) em corpos
cavernosos de ratos jovens e de meia-idade na presenca de apocinina (A) ou SOD (B). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média
de 5-6 experimentos. *P < (.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com
o grupo meia-idade ndo tratado. As curvas para o SNP nos grupos jovem e meia-idade, na
auséncia de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualizacdo dos

resultados.
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3.1.4. Relaxamento nitrérgico

Os relaxamentos nitrérgicos foram avaliados em corpos cavernosos pré-contraidos
com fenilefrina (10 uM), pré-tratados com guanetidina (30 uM) e atropina (1 pM). A
estimulagdo elétrica da preparacdo induziu relaxamentos frequéncia-dependentes (4-32 Hz).
Os relaxamentos nitrérgicos foram significativamente menores nos tecidos de ratos de
meia-idade, nas frequéncias de 16 e 32 Hz (Figura 4). A pré-incubacdo dos corpos
cavernosos com apocinina (100 uM; Figura 4A) ou SOD (75 U/mL; Figura 4B) restaurou
significativamente (P < 0.05) os relaxamentos nitrérgicos do grupo meia-idade. No grupo
jovem, o tratamento com apocinina ou SOD ndo modificou o relaxamento nitrérgico,

exceto na frequéncia de 4 Hz onde se notou aumento do relaxamento.
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Figura 4. Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulacoes elétricas (EFS; 4
— 32 Hz) em animais jovens e de meia-idade na presencga de apocinina (A) ou SOD (B). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média
de 5-9 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com
o grupo meia-idade ndo tratado. As curvas para a EFS nos grupos jovem e meia-idade, na

auséncia de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualizagdo dos

resultados.
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3.1.5. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo BAY 41-2272

O relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 (estimulador direto da GCs por
mecanismo independente de NO) foi avaliado através da constru¢do de curvas
concentracdo-efeito a este composto (1 nM — 10 uM) em corpos cavernosos de ratos pré-
contraidos com fenilefrina (10 pM). Os resultados mostraram um deslocamento
significativo da curva concentracdo-efeito ao BAY 41-2272 para a direita nos corpos
cavernosos de ratos de meia-idade em comparacdo com os ratos jovens, sendo este de
aproximadamente quatro vezes (Figura 5A, B; Tabela 2). A pré-incubacdo dos corpos
cavernosos com apocinina (100 uM; Figura 5A) ou SOD (75 U/mL; Figura 5B) restaurou
significativamente (P < 0.05) a poténcia do BAY 41-2272 em corpos cavernosos de ratos
de meia-idade (Tabela 2). Nos ratos jovens, a apocinina e SOD também aumentaram a
poténcia do BAY 41-2272; entretanto, este aumento foi em menor propor¢do comparado ao
grupo meia-idade. A resposta mdximado BAY 41-2272 ndo foi modificada em nenhum dos

grupos (Tabela 2).
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Figura 5. Curvas concentracio-efeito ao BAY 41-2272 em corpos cavernosos de ratos
jovens e de meia-idade na presenca de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi
tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5-6
experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o
grupo meia-idade ndo tratado. As curvas para o BAY 41-2272 nos grupos jovem e meia-

idade, na auséncia de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor
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3.1.6. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo sildenafil

O relaxamento produzido pelo sildenafil (inibidor seletivo da PDES) foi avaliado
através da construcdo de curvas concentracdo-efeito a este agente (1 nM — 10 uM) em
corpos cavernosos de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Os resultados
mostraram um deslocamento significativo da curva concentragdo-efeito ao sildenafil para a
direita nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade em comparagdo com os ratos jovens,
sendo este de aproximadamente quatro vezes (Figura 6, Tabela 2). A pré-incubacdo dos
corpos cavernosos com apocinina (100 uM; Figura 6A) ou SOD (75 U/mL; Figura 6B)
restaurou significativamente (P < 0.05) a poténcia do sildenafil em corpos cavernosos de
ratos de meia-idade (Tabela 2). Nos ratos jovens, a apocinina ou SOD também aumentou a
poténcia do sildenafil; entretanto, em menor propor¢cdo comparado ao grupo meia-idade. A

resposta maxima do sildenafil ndo foi alterada em nenhum dos grupos (Tabela 2).
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Figura 6. Curvas concentracio-efeito ao sildenafil em corpos cavernosos de ratos jovens e
de meia-idade na presenca de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi calculado
como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10 pM), que foi tomada como
100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5-6 experimentos.
*P<0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade
ndo tratado. As curvas para o sildenafil nos grupos jovem e meia-idade, na auséncia de

tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualizacdo dos resultados.
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3.1.7. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo 8-Br-GMPc

O relaxamento mediado pelo andlogo do GMPc foi avaliado através da construcdo
de curvas concentracdo-efeito ao 8-Br-GMPc (10 nM — 300 pM) em corpo cavernoso de
ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Nem a poténcia, nem a resposta maxima do

8-Br-GMPc foi alterada nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade (Figura 7, Tabela 2).
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Figura 7. Curvas concentracio-efeito ao 8-Br-GMPc em corpos cavernosos de ratos jovens
e de meia-idade. O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida

pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias +

erro padrao da média de 5-6 experimentos.
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3.1.8. Efeito do tratamento cronico com apocinina sobre o relaxamento induzido

pela ACh, SNP e EFS em corpo cavernoso

Os animais jovens e de meia-idade foram tratados com apocinina (85 mg/rato/dia)
por quatro semanas. No grupo de meia-idade, a reducdo de poténcia (pECsp) e da resposta
maxima da ACh (Figura 8A) e SNP (Figura 8B) foram completamente restauradas pelo
tratamento com apocinina (P < 0.05; Tabela 3). No grupo jovem, a poténcia e resposta
maxima do SNP ndo foram alteradas pelo tratamento com apocinina. A resposta maxima da
ACh também ndo foi modificada no ratos jovens tratatos com apocinina, entretando, a
poténcia da ACh foi aumentada. O tratamento com apocinina também restaurou
significativamente (P < 0.05) os relaxamentos nitrérgicos do grupo meia-idade, sem

interferir com o relaxamento do grupo jovem (Figura 9).
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Tabela 3: Valores de poténcia (pECsp) e resposta maxima (En.x) obtidos de curvas
concentracdo-resposta em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade tratados com
apocinina (85 mg/rato/dia, 4 semanas).

Grupos Acetilcolina Nitroprussiato de S6dio
PECso Emax pECso Emax
Jovem 406+0.10 691 537+£0.08 104 +3
Jovem/Apo 4.64+0.14*% 66+4 562+0.07 100+2
Meia-idade 3.09+0.05* 40+ 3* 437 £0.05% 90 +2*
Meia-idade/Apo 451 £0.13# 65+ 1# 5.63+0.08# 104 +5#

Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh, 10 nM — 10 mM) e nitroprussiato de
sédio (SNP, 10 nM — 10 mM) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade
tratados com apocinina (Apo) na dgua de beber. Os dados representam média + E.P.M. para
5 — 6 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o
grupo meia-idade ndo tratado.
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Figura 8. Curvas concentragcdo-efeito a acetilcolina (ACh; painel A) e nitroprussiato de
sodio (SNP; painel B) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade tratados com
apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas). O relaxamento foi calculado como
porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%.
Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5-8 experimentos. *P < 0.05
comparado com o grupo jovem ndo tratado; # P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade

ndo tratado.
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Figura 9. Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulagdes elétricas (4 — 32
Hz) em animais jovens e de meia-idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, quatro
semanas). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela
fenilefrina (10 pM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro
padrio da média de 5-9 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem nao

tratado; #P<0.05 comparado com o grupo meia-idade nao tratado.
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3.1.9. Determinacdo dos niveis de GMPc em corpo cavernoso

Os niveis basais de GMPc nos corpos cavernosos foram 64% menores no grupo
meia-idade em comparacdo com o grupo jovem (Figura 10). A incubagdo dos tecidos com
SNP (10 uM) ou BAY 41-2272 (1 uM) produziu aumentos significativos (P < 0.05) nos
niveis de GMPc em ambos os grupos. Entretanto, as eleva¢des de GMPc pelo SNP e BAY
41-2272 foram significativamente (P < 0.05) menores no grupo de meia-idade em
comparacdo com o grupo jovem (Figura 10). A pré-incubagdo dos corpos cavernosos com
apocinina (100 uM) ou SOD (75 U/mL) restaurou significativamente (P < 0.05) os niveis
reduzidos de GMPc em corpos cavernosos de ratos de meia-idade estimulados com SNP
(10 uM) ou BAY 41-2272 (1 pM), com nenhuma modificacio no grupo jovem. O
tratamento prévio com o inibidor de GCs, ODQ (100 uM), aboliu as elevacdes de GMPc

pelo SNP e BAY 41-2272 em ambos os grupos experimentais (Figura 10).
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Figura 10. Niveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de ratos jovens e de
meia-idade. Os tecidos foram incubados com nitroprussiato de s6dio (SNP; 10 uM) ou
BAY 41-2272 (1 uM) na auséncia e na presenga de apocinina (Apo, 100 uM), superéxido
dismutase (SOD, 75 U/mL) ou ODQ (10 uM). Os niveis de GMPc sdo expressos como
média + erro padrdo da média de 4 animais. *P < 0.05 comparado com o respectivo grupo
jovem. #P < 0.05 comparado com o respectivo grupo meia-idade ndo tratado. **P < 0.05

comparado com o respectivo grupo veiculo (auséncia de ODQ).
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3.1.10. Expressao protéica da nNOS, eNOS total, GCs (subunidades al e f1) e da

Josforilacdo da eNOS (Ser-1177 e Thr-495) em corpos cavernosos

A expressao protéica da nNOS e fosfo-eNOS (Ser-1177) nos corpos cavernosos foi
29% e 33% menor no grupo meia-idade em comparagdo com O grupo jovem,
respectivamente (Figura 11). Nenhuma mudanca foi observada na expressao protéica da
eNOS total e fosfo-eNOS (Thr-495) em corpos cavernosos de ratos de meia-idade em
relac@o ao grupo jovem (Figura 11).

A figura 12 ilustra a expressdo protéica das subunidades al e 1 da GCs. Podemos
notar que expressao para as subunidades al e 1 da GCs foi 44% e 62% menor no grupo

meia-idade em compara¢do com o grupo jovem, respectivamente.
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Figura 11. Expressao protéica da eNOS-total, p-eNOS (Ser-1177 e Thr-495) e nNOS em
corpo cavernoso de ratos jovens e de meia-idade. Western blotting representativo para
eNOS-total, p-eNOS (Ser-1177 e Thr-495) (painel A) e nNOS (painel B). Densitometria
para eNOS-total, p-eNOS (Ser-1177 e Thr-495) e nNOS (painel C). Os dados representam
as médias + erro padrao da média de 4 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo
jovem. A eNOS total e nNOS foi normalizada em relacdo a a-actina. A p-eNOS (Ser-1177

e Thr-495) foi normalizada em relagdo a eNOS total.
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Figura 12. Expressao protéica das subunidades al e f1 da guanilato ciclase solivel (GCs)
em corpo cavernoso de ratos jovens e de meia-idade. (A) Western blotting representativo
para as subunidades al e Bl da GCs. (B) Densitometria para as subunidades al e B1 da
GCs. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5 experimentos. *P < 0.05

comparado com o grupo jovem. As subunidades al e Bl da GCs foi normalizada em
relagdo a a-actina.
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3.1.11. Expressao génica da gp91°"** e SOD-1

A expressdo do RNAm da gp91°™* e superéxido dismutase-1 (SOD-1) foi avaliada
em tecido cavernoso de ratos jovens e de meia-idade. Nos corpos cavernosos dos animais
de meia-idade houve aumento significativo (P < 0.05) na expressdo do RNAm da gp91° hox.
de aproximadamente 64%, em comparacdo com o grupo jovem (Figura 13). A expressao do

RNAm da SOD-1 foi similar entre os grupos (Figura 13).

Bl Jovem
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Figura 13. Expressdo génica do componente da NADPH oxidase (gp91°"*) e superéxido
dismutase-1 (SOD-1) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade. Os dados
representam as médias + erro padrao da média de 6 experimentos. *P<0.05 comparado com

0 grupo jovem.
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3.1.12. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em corpo cavernoso

Os niveis basais de ERO nos corpos cavernosos foram 64% maiores no grupo meia-
idade em compara¢do com o grupo jovem (Figura 14). O tratamento com apocinina (85
mg/Kg/dia, 4 semanas) inibiu a formac¢ido de ERO no grupo meia-idade e jovem em 73% e
68%, respectivamente (Figura 14). A pré-incubacdo dos corpos cavernosos com apocinina
(100 uM) ou SOD (75 U/mL) também inibiu a formacdo de ERO no grupo meia-idade e

jovem (Figura 14).

99



Basal
Ap.T.
Ap. L.
SOD 1.
B M Jovem
B Meia-idade

Fluorescéncia
(n° de niicleos/mm?)

v & 9
-
-
-
il -
-
-

Ap. T. - + - - - + - -

Ap.L. - -+ - - -+ -

sopr. - - - o+ - - -+
Figura 14. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em corpos cavernosos de ratos
jovens e de meia-idade pré-incubados com superdxido dismutase (SOD I.; 75 U/mL),
apocinina (Ap. I.; 100 uM) ou tratados com apocinina (Ap. T.; 85 mg/rato/dia, por quatro
semanas). (A) Imagens digitais de cortes histologicos e (B) andlise quantitativa das ERO
em corpos cavernosos. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5

experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem nao tratado; #P < 0.05 comparado

com o grupo meia-idade no tratado.
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3.1.13. Expressdo protéica das subunidades al e f1 da GCs em corpos cavernosos

A expressdo protéica das subunidades al e B1 da GCs nos corpos cavernosos foi
44% e 62% menor no grupo meia-idade em comparacdo com O grupo jovem,
respectivamente (Figura 15). O tratamento com apocinina restaurou significativamente (P <
0.05) a expressdo protéica das subunidades al e B1 da GCs nos corpos cavernosos de ratos
de meia-idade (Figura 15). Nos ratos jovens, a expressao protéica da subunidade B1 da GCs
ndo foi alterada pela tratamento com apocinina; entretanto, a expressdo protéica da
subunidade a1 da GCs foi significativamente maior pela apocinina (P < 0.05).
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. - Bl Meia-idade + Apocinina
<- 1.54

#
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Figura 15. Expressdo protéica das subunidades al e f1 da GCs (guanilato ciclase soldvel)
em corpo cavernoso de ratos jovens e de meia-idade tratados com apocinina (85
mg/rato/dia, por quatro semanas. (A) Western blotting representativo para as subunidades
al e Bl da GCs. (B) Densitometria para as subunidades ol e Bl da GCs. Os dados
representam as médias + erro padrdo da média de 5 experimentos. As subunidades al e 1
da GCs foram normalizadas em relagdo a a-actina. *P < 0.05 comparado com o grupo
jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade. Jovem (J); meia-idade (M);
apocinina (Apo).
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3.2. Contracdo do corpo cavernoso em rato de meia-idade

3.2.1. Contragdo de corpo cavernoso induzida por EFS

A EFS da preparacdo induziu contracdes frequéncia-dependentes nos corpos
cavernosos (4-32 Hz) que foram abolidas pela pré-incubacdo com guanetidina (30 uM,
N=10) ou com o antagonista do receptor al adrenérgico, prazosin (1 uM, N=3),
confirmando que as respostas contrateis induzidas pelas EFS sdo mediadas pela liberagao
de noradrenalina. Nos ratos de meia-idade, a resposta neurogénica contratil foi maior (P <
0.05) em comparacdo com os ratos jovens, em todas as frequéncias estudadas (Figura 16A,
B). A pré-incubagdo dos corpos cavernosos com apocinina (100 uM; Figura 16A) ou SOD
(75 U/mL; Figura 16B) ndo modificou de modo significativo a contragdo neurogénica em

qualquer grupo.
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Figura 16. Contracdes de corpos cavernosos induzidas por estimulacoes elétricas (EFS; 4 —
32 Hz) em animais jovens e de meia-idade na presenga de apocinina (100 uM, A) ou SOD
(75 U/mL, B). As contracdes foram calculadas em mN. Os dados representam as médias +
erro padrao da média de 5-10 experimentos. *P < 0.05 comparado com o respectivo grupo
jovem. As curvas para a EFS nos grupos jovem e meia-idade, na auséncia de tratamento,

foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualizacdo dos resultados.
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3.2.2. Contragdo de corpo cavernoso induzida pela fenilefrina

A contragdo a fenilefrina foi avaliada através da construcao de curvas concentragio-
efeito a este agonista (10 nM — 100 uM) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-
idade. A resposta médxima a fenilefrina foi significativamente maior (P < 0.05) nos corpos
cavernosos do grupo meia-idade (4.40 = 0.33 mN) em comparacdo com 0 grupo jovem
(3.48 £ 0.12 mN) (Figura 17). A pré-incubacao dos corpos cavernosos com apocinina (100
uM; Figura 17A) ou SOD (75 U/mL; Figura 17B) ndao modificou (P < 0.05) a contragdo
induzida pela fenilefrina em nenhum grupo. Nenhuma alteracdo foi vista para os valores de
poténcia (pECsp) da fenilefrina entre os grupos experimentais (5.59 = 0.03, 5.82 + 0.09,
5.55 = 0.06, 5.57 £ 0.05, 5.61 £ 0.07 e 5.64 £ 0.05, para os grupos jovem, jovem +
apocinina, jovem + SOD, meia-idade, meia-idade + apocinina e meia-idade + SOD,

respectivamente).
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Figura 17. Curvas concentracdo-efeito a fenilefrina em corpos cavernosos de ratos jovens e
de meia-idade na presenca de apocinina (apo; 100 uM, A) ou SOD (75 U/mL, B). As
contragdes foram calculadas em mN. Os dados representam as médias + erro padrdo da
média de 5-10 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo jovem. As curvas para a
fenilefrina nos grupos jovem e meia-idade, na auséncia de tratamento, foram repetidas nos

painéis A e B para melhor visualizacao dos resultados.

105



3.2.3. Efeito do tratamento créonico com apocinina sobre a contracdo induzida

pela EF'S e fenilefrina em corpo cavernoso

A EFS da preparacdo induziu contracdes frequéncia-dependentes nos corpos
cavernosos (4-32 Hz). O tratamento com apocinina normalizou o aumento das (P < 0.05)
respostas contrateis do grupo meia-idade, ndo alterando as respostas no grupo jovem
(Figura 18A).

Em seguida, para avaliar apenas as respostas contrateis mediadas pela estimulacdo
adrenérgica isoladamente, as preparacdes foram pré-tratadas com L-NAME (100 uM) e
atropina (1 uM). Nesta condicdo, a resposta contratil aumentou em cerca de 30-40% em
ambos 0s grupos experimentais, mas, interessantemente, as contracdes neurogénicas (4—32
Hz) permaneceram significativamente maiores nos corpos cavernosos dos ratos de meia-
idade (Figura 18B). O aumento das contracdes neurogénicas foi totalmente revertido pelo
tratamento com apocinina nos ratos de meia-idade (Figura 18B). O tratamento com
apocinina nao alterou a contra¢do do grupo jovem (Figura 18B).

O tratamento com apocinina também restaurou significativamente (P < 0.05) a
resposta contrdtil induzida pela fenilefrina em corpos cavernosos de ratos de meia-idade
(3.04 = 0.20 mN), ndo alterando a resposta contratil do grupo jovem (3.29 £ 0.39 mN)
(Figura 19). Nenhuma alteracao foi vista para os valores de poténcia (pECs) da fenilefrina
em nenhum dos grupos experimentais (5.59 + 0.03, 5.74 £ 0.08, 5.57 £ 0.05 e 5.52 £ 0.03
para os grupos jovem, jovem + apocinina, meia-idade e meia-idade + apocinina,

respectivamente).
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Figura 18. (A) Contracdes neurogénicas de corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-
idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas) induzidas pela
estimulagdo elétrica (4 — 32 Hz). (B) Contracdes induzidas pela estimulacdo elétrica (4 — 32
Hz) na presenca de L-NAME (100 uM) e atropina (1 uM). As contra¢des foram calculadas
em mN. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5-10 experimentos. *P
< 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade nao

tratado.
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Figura 19. Curvas concentracdo-efeito a fenilefrina em corpos cavernosos de ratos jovens e
de meia-idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas). As contracdes
foram calculadas em mN. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5-10
experimentos. *P<0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo

meia-idade.
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3.2.4. Expressdo protéica da tirosina hidroxilase em corpos cavernosos

A expressdo protéica da tirosina hidroxilase nos corpos cavernosos foi
aproximadamente duas vezes maior no grupo meia-idade em comparacdo com o grupo
jovem (Figura 20). O tratamento com apocinina reverteu significativamente (P < 0.05) a
expressdo protéica da tirosina hidroxilase nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade.
Nenhuma mudanca foi observada na expressdo protéica desta enzima nos corpos

cavernosos de ratos jovens (Figura 20).
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Figura 20. Expressdo protéica da tirosina hidroxilase (TH) em corpo cavernoso de ratos
jovens e de meia-idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas). (A)
Western blotting representativo para tirosina hidroxilase. (B) Densitometria para tirosina
hidroxilase. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5 ratos. *P < 0.05
comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade nao tratado.
A TH foi normalizada em relag@o a a-actina. Jovem (J); meia-idade (M); apocinina (Apo).
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4. DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos t€ém mostrado que o envelhecimento é um fator de risco
para a DE. A prevaléncia de DE aumenta significativamente com o envelhecimento,
acometendo ndo somente idosos, mas também grande percentagem de homens de meia-
idade (Feldman et al., 1994; Teles et al., 2008). Em modelos experimentais, apenas dois
trabalhos procuraram avaliar as alteragdes precoces na funcio erétil em animais de meia-
idade. Nestes estudos, a atividade da NOS e o relaxamento nitrérgico e dependente de
endotélio foram menores em corpos cavernosos de ratos de meia-idade (Hosogai et al,.
2003; Gur et al., 2005). O aumento da geracdo de ERO tem sido apontado como uma das
principais causas das complicacdes vasculares decorrentes do envelhecimento, podendo
contribuir para a DE na meia-idade. Portanto, neste estudo, procuramos entender a DE em
sua fase inicial e o papel desempenhado pelo estresse oxidativo na funcdo erétil de ratos de
meia-idade. Na primeira etapa do trabalho, nossos resultados mostraram reducio da pressao
intracavernosa, do relaxamento nitrérgico, e do relaxamento dependente (ACh) e
independente de endotélio (SNP) em ratos de meia-idade. Mostramos ainda que os niveis
intracelulares de GMPc e das expressodes protéicas da nNOS, fosfo-eNOS (Ser-1177) e GCs
(subunidades al e B1) estdo menores nos corpos cavernosos dos ratos de meia-idade, ao
mesmo tempo em que hd aumento da expressio do RNAm da gp91P"™ e da geracdo de
ERO. Além disso, nossos resultados mostraram que a apocinina e a SOD previne a DE em
ratos de meia-idade. No conjunto, o aumento da produ¢do de ERO nos corpos cavernosos

parece exercer papel crucial para DE em ratos de meia-idade.
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O NO nitrérgico € considerado o principal mediador do relaxamento neurogénico do
musculo liso peniano (Andersson et al., 2011). Estudo prévio mostrou que o endotélio
sinusoidal também libera NO em resposta a ACh (Sanes de Tejada et al., 1988). Entretanto,
a remo¢do do endotélio sinusoidal do tecido cavernoso ndo previne o relaxamento
nitrérgico (Ignarro et al., 1990; Kim et al., 1993), sendo aceito atualmente que o endotélio
sinusoidal, através da liberacdo de NO, apenas auxilie a erecdo peniana (Blando et al.,
1990; Knispel, 1992). E provével que o NO liberado das fibras nitrérgicas atua no inicio do
processo de erecdo peniana, enquanto o NO derivado do endotélio concomitantemente com
o NO nitrérgico atua na sustentacdo do processo erétil (Hurt er al. 2002; 2012). Desta
forma, decidimos investigar o relaxamento induzido pela ACh e pela estimulagdo das fibras
nitrérgicas em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade. Observamos que a
resposta relaxante induzida pela ACh e EFS foi reduzida nos ratos de meia-idade, indicando
um estado de disfuncdo endotelial e nitrérgica. De fato, a pressdo intracavernosa foi
significativamente menor nos ratos de meia-idade, confirmando um quadro de DE. Como a
reducdo da expressdo da NOS pode estar relacionada a menor resposta relaxante da
musculatura cavernosa, decidimos avaliar os niveis protéicos das isoformas da NOS nos
corpos cavernosos dos ratos de meia-idade. Notamos redu¢do na expressdo da nNOS e
eNOS fosforilada no sitio regulatério Ser-1177 (ativo) nos corpos cavernosos dos ratos de
meia-idade, ao passo que nenhuma mudanca foi observada na expressao da eNOS total e
eNOS fosforilada no sitio regulatério Thr-495 (inativo). A redugdo na expressao da nNOS e
da eNOS fosforila (Ser-1177) sdo consistentes com 0s nossos estudos funcionais, nos quais
o relaxamento endotelial e nitrérgico foram menores nos corpos cavernosos de ratos de
meia-idade.
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O processo de envelhecimento provoca um desequilibrio entre a produ¢do das ERO
e a capacidade antioxidante do tecido (Frey et al., 2009). A maior fonte intravascular de O,
em condicdes patoldgicas é a NADPH oxidase, um complexo enzimdtico composto por

1Ph** ¢ subunidade catalitica responsdvel pela producio de

vérias subunidades, onde a gp9
O, (Pendyala et al., 2009; Bokoch et al., 2009). Em contrapartida, as células possuem
enzimas antioxidantes, destacando-se a SOD, que desempenha papel importante na
regulacdo do estresse oxidativo, particularmente no sistema vascular, preservando a fungao
do endotélio e do musculo liso, aumentando consequentemente a biodisponibilidade de NO
(Darley-Usmar et al., 1995; Kojda et al., 1999). Estudos prévios mostraram que a DE em
camundongos hipercolesterolémicos, ratos diabéticos e ratos hipertensos € decorrente de
aumento do estresse oxidativo no tecido erétil (Khan et al., 2001; Jin et al., 2008; Claudino
et al., 2010; Musicki et al., 2010; Long et al., 2012). Portanto, em nosso estudo,
procuramos avaliar o efeito da SOD e da apocinina (inibidor da NADPH oxidase) no
relaxamento dos corpos cavernosos, assim como a expressio do RNAm da gp91°™* e SOD-
1 no tecido cavernoso. A pré-incubacdo dos corpos cavernosos com SOD ou apocinina
restaurou parcialmente a resposta relaxante mediada pela ACh, e restaurou completamente
a resposta relaxante nitrérgica em corpos cavernosos de ratos de meia-idade. O tratamento
com apocinina por quatro semanas também restaurou o relaxamento induzido pela ACh,
SNP e EFS. A expressdo do RNAm da gp91°™* foi maior nos corpos cavernosos de ratos
de meia-idade. Estes resultados indicam que a NADPH oxidase desempenha um papel
importante no desenvolvimento da DE do rato de meia-idade, provavelmente, por produzir
O, em excesso, que reagiria rapidamente com o NO, reduzindo a biodisponibilidade de
NO, e portanto o relaxamento dos corpos cavernosos nesses animais. De fato, os niveis de
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ERO foram maiores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade, sendo estes revertidos
pelo tratamento cronico com apocinina, assim como pela pré-incubacdo com SOD ou
apocinina. E interessante que, apesar de a SOD normalizar o relaxamento nos animais de
meia-idade, nenhuma mudanca foi observada na expressio da SOD-1. A SOD atua
convertendo o O, para H,O,, que posteriormente € convertida pela catalase e/ou glutationa
em dgua (Takimoto & Kass 2007; Frey et al., 2009). E provével que devido o aumento da
geracdo de ERO, o sistema antioxidante nao esteja conseguindo suprimir de forma eficiente
os altos niveis de ERO.

O NO pode ser exogenamente fornecido para os tecidos e células por vérios
compostos denominados doadores de NO. O composto inorganico SNP é um agente que
libera NO no sistema bioldgico por mecanismos ndo enzimaticos e enziméticos, e produz
relaxamento independente de endotélio, mas dependente de GMPc (Kowaluk et al., 1992;
Feelisch et al., 1998; Bonaventura et al., 2008). Estudo anterior relatou também que o
relaxamento induzido pelo SNP € potencializado pelo NO oriundo do endotélio em aorta de
rato (Bonaventura et al., 2008). Em nosso estudo, o relaxamento induzido pelo SNP foi
significativamente menor nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade. A pré-incubacdo
dos corpos cavernosos com apocinina ou SOD restaurou completamente o relaxamento
induzido pelo SNP no grupo meia-idade. Estes resultados sdo consistentes com a redugao
dos niveis de GMPc em resposta ao SNP e restauragao dos mesmos pela SOD ou apocinina
nos corpos cavernosos desses animais. E provdvel que o aumento da producio de O esteja
inativando o NO (liberado do SNP no interior da célula) antes que este atinja a GCs na
musculatura lisa cavernosa de ratos de meia-idade. De acordo com nossos resultados,
estudos anteriores em corpos cavernosos e artéria mesentérica relataram que o estresse
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oxidativo reduz o relaxamento induzido pelo SNP, que € restaurado pela SOD ou apocinina
(Khan et al., 2001; Jiménez-Altayo et al., 2006).

O estimulador da GCs independente de NO, BAY 41-2272 (Stasch et al., 2001), é
um potente agente capaz de induzir relaxamento em diferentes tipos de musculatura lisa
(Toque et al., 2009, 2008; Priviero et al., 2009; Bau et al., 2012; da Silva et al., 2012),
incluindo corpos cavernosos (Baracat et al., 2003; Bischoff et al., 2003; Kalsi et al., 2003).
As acdes bioldgicas do BAY 41-2272 sdo principalmente dependentes da presenca do
grupamento prostético heme da GCs em sua forma reduzida (Evgenov et al., 2006). Em
nosso estudo, o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 foi significantemente reduzido
nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade, sendo completamente restaurado pela pré-
incubagdo com SOD ou apocinina. De acordo com estes resultados, os niveis de GMPc
também foram menores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade estimulados com
BAY 41-2272, e restaurados pela pré-incubagdo com apocinina ou SOD. Estudos anteriores
em corpos cavernosos e artérias mesentéricas relataram que na auséncia do NO hd um
deslocamento para direita na curva concentracdo-efeito ao BAY 41-2272, revelando que
este composto atua sinergicamente com o NO enddgeno para promover seu efeito relaxante
(Priviero et al., 2009; Baracat et al., 2003). Portanto, é provdvel que a reducdo do
relaxamento induzido pela BAY 41-2272 no tecido erétil de ratos de meia-idade seja
devido a remoc@o do NO enddgeno. Isto € consistente com nossos dados mostrando que o
andlogo permedvel do GMPc, o 8-Br-GMPc, produz relaxamento de mesma magnitude nos
corpos cavernosos dos ratos jovens e de meia-idade.

A fosfodiesterase do tipo 5 (PDES5) € a principal enzima responsivel pelo
metabolismo do GMPc nos corpos cavernosos. O inibidor seletivo de PDES, sildenafil,
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aumenta os niveis intracelulares de GMPc, potencializando o relaxamento dependente de
NO em ratos (Carson et al., 2005; Boswell-Smith et al., 2006). Em nosso estudo, o
sildenafil produziu relaxamento dependente da concentragdo, sendo que a curva
concentracdo-resposta a este inibidor mostrou-se deslocada para a direita nos corpos
cavernosos de ratos de meia-idade, que foi restaurada pela apocinina ou SOD. Em corpos
cavernosos de humanos e aorta de ratos, o L-NAME promoveu deslocamento para a direita
da curva concentracdo-efeito aos inibidores de PDES, sugerindo que, além de inibir a
PDES, estas drogas necessitam do NO endégeno para promover acimulo de GMPc (Kalsi
et al., 2005; Teixeira et al., 2006; Toque et al., 2009). Assim, a redu¢do da biodisponilidade
de NO pelo O, parece também repercutir negativamente no relaxamento de corpo
cavernoso em resposta aos inibidores de PDES.

A GCs € uma proteina citosélica heterodimérica constituida por duas subunidades,
denominadas o e 3, sendo necessaria a expressdo das duas subunidades para a atividade
catalitica da GCs. Em humanos a GCs apresenta quatro subunidades, denominadas al, a2,
B1 e B2, sendo o heterodimero al/Bl o mais expresso. Cada subunidade contém um
dominio regulatério N-terminal, uma regido de dimerizacdo e um dominio catalitico C-
terminal, o qual é responsdvel pela conversio de GTP em GMPc (Lucas et al., 2000;
Evgenov et al., 2006;). Estudos anteriores relataram que em doencas cardiovasculares, o
estresse oxidativo parece afetar a expressdo da GCs (Stasch et al., 2006; Evgenov et al.,
2006, Gerassimou et al., 2007). Em ratos com 16 meses de idade, estudo prévio mostrou
que a expressao protéica da GCs estd reduzida em aorta (Kloss et al., 2000). No presente
estudo, a expressao das subunidades al e B1 da GCs foi menor nos corpos cavernosos de
ratos de meia-idade em comparacdo com os ratos jovens, a qual foi restaurado pelo
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tratamento com apocinina. Assim, € provavel que a reducdo da expressio da GCs
prejudique a producdo fisiolégica de GMPc nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade,
favorecendo o estado contrétil do musculo liso vascular.

Na segunda etapa do trabalho, analisamos o papel do estresse oxidativo sobre os
mecanismos contriteis do corpo cavernoso de rato de meia-idade. Nossos resultados
mostraram aumento da resposta contratii mediada pelos receptores al-adrenérgicos,
concomitantemente com aumento da expressdo protéica da tirosina hidroxilase, sendo os
mesmos normalizados pelo tratamento cronico com apocinina. Isto sugere que o aumento
do estresse oxidativo desempenha papel crucial na maquinaria contritil de corpos
cavernosos na meia-idade.

Durante o estado flacido, a atividade simpatica é predominante; as arteriolas e os
sinusdides estdo contraidos, permitindo pequena quantidade de influxo arterial. As
catecolaminas causam contra¢do do tipo concentracdo-dependente em corpos cavernosos,
artérias e veias penianas (Andersson, 2011). O receptor al-adrenérgico é funcionalmente
predominante em corpo cavernoso, € a fenilefrina exerce potente acido constritora neste
tecido (Imagawa et al., 1989; Christ et al., 1990). Além disso, a inje¢do intracavernosa de
antagonista o-adrenérgico induz tumescéncia e ere¢do, enquanto que agonista o-
adrenérgico causam detumescéncia (Blum et al., 1985). Em animais hipertensos, obesos e
diabéticos, a DE tem sido associada com aumento da inervagdo e estimulacdo simpdtica no
tecido erétil (Morrison et al., 2007; Carneiro et al., 2008). Por isso, em nosso estudo,
procuramos avaliar inicialmente a contracdo de corpos cavernosos induzida pela
estimulagdo elétrica. As contracoes neurogé€nicas de corpos cavernosos foram
significativamente maiores nos ratos de meia-idade em comparacdo com o grupo jovem.
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Em experimentos separados, os tecidos foram previamente tratados com L-NAME e
atropina com o objetivo de se avaliar as respostas contriteis mediadas pela estimulagdo
simpdtica sem interferéncia do NO. Nessas condi¢des, mostramos que a estimulacdo
elétrica continuou produzindo contragdes neurogénicas maiores nos corpos cavernosos de
ratos de meia-idade. A noradrenalina € sintetizada a partir do aminodcido precursor L-
tirosina. A enzima tirosina hidroxilase catalisa a conversio da L-tirosina em L-
diidroxifenilalanina (DOPA), sendo esta primeira etapa fundamental para a sintese de
catecolaminas. Posteriormente, a L-DOPA € convertida em dopamina pela DOPA
descarboxilase, que por sua vez € convertida em noradrenalina pela dopamina B-hidroxilase
(Nakashima et al., 2009). O aumento da expressdo da tirosina hidroxilase estd associado a
hiperatividade simpdtica (Morrison et al., 2007; Parrish et al., 2008; Burgi et al., 2011).
Portanto, em nosso estudo, avaliamos a expressdo protéica para tirosina hidroxilase nos
corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade. De fato, a expressdo protéica para esta
enzima foi maior no grupo meia-idade em comparacdo com o grupo jovem. Este aumento
para a tirosina hidroxilase € consistente com o nosso estudo funcional, onde as contrac¢des
noradrenérgicas foram maiores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade. Assim, é
também possivel que a liberacdo de noradrenalina pelos terminais simpdaticos seja maior em
corpos cavernosos dos ratos de meia-idade, que poderd ser confirmado futuramente
quantificando-se a liberacdo de [*H]-noradrenalina do tecido erétil.

O NO também modula a neurotransmissao simpatica em diferentes leitos vasculares
(Schwarz et al., 1995; Macarthur et al., 2008), incluindo corpos cavernosos (Cellek et al.,
1997; Jeremy et al., 2007). Estudo prévio realizado em artéria mesentérica relatou que o
aumento do estresse oxidativo estd associado a hiperatividade simpatica (Macarthur et al.,
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2008). Nossos resultados mostraram aumento da producdo de ERO em corpos cavernosos
de ratos de meia-idade, sugerindo que a reducdo da biodisponibilidade de NO pelo aumento
do estresse oxidativo pode contribuir para hiperatividade simpética em corpos cavernosos
de ratos de meia-idade. Portanto, em nosso estudo, os ratos jovens e de meia-idade foram
tratados com apocinina por quatro semanas. Este tratamento reduziu os niveis de ERO,
restaurou o aumento das contragdes noradrenérgica e da expressdo protéica da tirosina
hidroxilase em corpos cavernosos de ratos de meia-idade. Estudo anterior com artéria
mesentérica de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) relatou que a reducdo da
biodisponibilidade de NO associada ao estresse oxidativo contribui para a hiperatividade
simpdtica, a qual é restaurada pelo antioxidante, N-acetilcisteina (Macarthur et al., 2008).
Outro estudo mostrou que a suplementacdo com L-arginina corrige a hiperatividade
noradrenérgica cardiaca em SHR, provavelmente, por ativar a via NOS-GMPc nos
terminais simpdticos e reduzir a expressdo protéica da tirosina hidroxilase (Lee et al,
2009). Portanto, € provédvel que a reducdo cronica na biodisponilidade de NO associada ao
aumento da expressdo protéica da tirosina hidroxilase levam ao aumento da liberacdo de
noradrenalina em corpos cavernosos de ratos de meia-idade, resultando em contracdes al-
adrenérgicas aumentadas. Em corpos cavernosos de ratos jovens, apesar do tratamento com
apocinina ter reduzido os niveis de ERO, nenhuma mudanca significativa foi observada nas
respostas contrateis por este tratamento. Este resultado estd de acordo com estudos
anteriores mostrando que a func¢ao erétil de ratos e camundongos em condig¢des fisioldgicas
ndo é modificada pelo tratamento cronico com apocinina (Jin et al., 2008; Musicki et al.,
2010). Estudo anterior relatou que a contracdo de corpos cavernosos induzida pela
fenilefrina aumenta progressivamente com o envelhecimento (Christ et al.,1990). Em nosso
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estudo, a resposta mdxima para fenilefrina foi maior nos corpos cavernosos dos ratos de
meia-idade, que também foi restaurada pelo tratamento com apocinina. Portanto, nossos
dados sugerem que a normalizacdo dos niveis de ERO pela apocinina contrabalanga a
contragdo mediada pelos receptores ol-adrenérgicos. Além disso, € possivel que a
expressdo do receptor al-adrenérgico esteja maior nos corpos cavernosos de ratos de meia-
idade. Isto poderd ser confirmado futuramente por estudos de binding ou por expressao
protéica/génica deste receptor. Coletivamente, estes dados mostram que o aumento das
respostas contrateis induzidas pela fenilefrina e EFS em corpos cavernosos de ratos de

meia-idade pode desfavorecer a tumescéncia peniana.
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5. SUMARIO E CONCLUSAO
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A pressdo intracavernosa (in vivo) foi significativamente menor nos ratos de
meia-idade;

Os relaxamentos produzidos pela ACh, SNP, BAY 41-2272, sildenafil e
estimulacdo elétrica foram significativamente menores nos corpos cavernosos
dos ratos de meia-idade, ao passo que o relaxamento produzido pelo 8-Br-GMPc
ndo foi modificado no grupo meia-idade;

Os niveis de GMPc nos corpos cavernosos dos ratos de meia-idade foram
significantemente menores em comparagao com 0s ratos jovens;

Houve reduc¢do da expressao protéica da nNOS, eNOS fosforilada (Ser-1177) e
GCs (subunidades al e B1) no grupo meia-idade;

Houve aumento da expressio do RNAm da gp91ph°x e da geragdo de ERO no
grupo meia-idade;

A pré-incubacdo com apocinina ou SOD reverteu o aumento da geracdo de ERO
e as alteracOes das respostas relaxantes nos corpos cavernosos dos ratos de meia-
idade;

A contracdo induzida pela fenilefrina e EFS foi maior no grupo meia-idade, a
qual ndo foi modificada pela pré-incubacdo com apocinina ou SOD;

O tratamento cronico com apocinina normalizou o relaxamento nitrérgico, o
relaxamento dependente (ACh) e independente (SNP) de endotélio, a contragdao
mediada pelos receptores al-adrenérgicos, assim como a expressdo protéica da
tirosina hidroxilase e GCs (subunidades o € ;) no grupo meia-idade;

Concluimos que a DE em ratos de meia-idade é decorrente da reducdo da
biodisponibilidade de NO e de o aumento do estresse oxidativo. A diminui¢do do
estresse oxidativo no tecido erétil por terapias antioxidantes pode ser uma boa
estratégia farmacoldgica para o tratamento da DE em estdgios iniciais de
impoténcia sexual masculina.
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