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A prevalência da disfunção 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 complicações vasculares 
decorrentes do envelhecimento, podendo contribuir para a DE na meia-idade. Uma das 
principais consequências do aumento do estresse oxidativo é a inativação do óxido nítrico 
(NO) pelas altas concentrações de ânion superóxido (O2

-). O NO pode reagir com o O2
-, 

produzindo peroxinitrito (ONOO-), reduzindo assim a biodisponibilidade de NO e o 
relaxamento dos corpos cavernosos. Assim, propusemos a hipótese que o aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) nos corpos cavernosos dos ratos de meia-
idade (CCRM) contribui para a DE nesta faixa etária. 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 pressão intracavernosa (in vivo) foi 
significativamente menor nos ratos de meia-idade. Os relaxamentos produzidos pela 
acetilcolina (ACh; 10 nM – 10 mM), nitroprussiato de sódio (SNP; 10 nM – 10 mM),  
sildenafil (1 nM – 10 µM), BAY 41-2272 (1 nM – 10 µM) e estimulação elétrica (EFS; 8 – 
32 Hz) foram significativamente menores nos CCRM, sendo estes prevenidos pela pré-
incubação com apocinina (100 µM) ou superóxido dismutase (SOD; 75 U/ml). O 
tratamento crônico com apocinina (85 mg/rato/dia, por 4 semanas) também preveniu a 
redução 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 µM) 
permaneceu inalterado nos CCRM. Os níveis de GMPc basais e estimulados pelo SNP ou 
BAY 41-2272 foram significantemente menores nos CCRM em comparação com o grupo 
jovem, sendo restaurados pela apocinina ou SOD. A expressão protéica da nNOS, fosfo-
eNOS (Ser-1177) e GCs (subunidades α1 e β1) foi significativamente menor nos CCRM, 
mas nenhuma mudança foi observada para a expressão protéica da eNOS total e fosfo-
eNOS (Thr-495). A expressão do RNAm da gp91phox foi maior nos CCRM. A expressão do 
RNAm da SOD-1 foi similar entre o grupo jovem e de meia-idade. Os níveis basais de 
ERO foram 64% maiores nos CCRM em comparação com o grupo jovem. Na segunda 
etapa do nosso estudo, estudamos o papel do estresse oxidativo sobre os mecanismos 
contráteis dos CCRM. As respostas contráteis induzidas pela EFS (4 – 32 Hz) foram 
significativamente maiores nos CCRM, as quais foram acompanhadas por um aumento de 2 
vezes na expressão protéica da tirosina hidroxilase. As respostas contráteis induzidas pela 
fenilefrina também foram maiores nos CCRM. O tratamento crônico com apocinina (85 
mg/rato/dia, por 4 semanas) restaurou o aumento da contração induzida pela fenilefrina e 
EFS, assim como a expressão protéica para tirosina hidroxilase e GCs (subunidade α1 e β1) 
nos CCRM. Em suma, nossos resultados mostram que a DE em ratos de meia-idade está 
associada à redução da biodisponibilidade do NO devido o aumento da expressão do 
RNAm da  gp91phox e redução da expressão protéica da nNOS e fosfo-eNOS (Ser-1177).  A 
DE na meia-idade também está ligada a aumento da expressão da tirosina hidroxilase e da 

resposta contrátil. A redução da expressão da GCs (subunidades 1 e β1) também parece 
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participar da DE em ratos de meia-idade. O tratamento crônico com apocinina reverteu os 
efeitos deletérios das ERO em ratos meia-idade, melhorando assim a função erétil. 
Portanto, a diminuição do estresse oxidativo no tecido erétil por terapias antioxidantes pode 
ser uma boa estratégia farmacológica para o tratamento da DE em estágios iniciais de 
impotência 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 (O2
-). The NO can react with O2

-, 
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 µM), BAY 41-2272 (1 nM – 10 µM) and electrical field-stimulation (EFS; 8 – 32 Hz) 
were significantly decreased in CCMR, all of which prevented by pre-incubation with 
apocynin (100 µM) 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 µM) 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 (α1 and β1 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 gp91phox 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 (α1 and β1 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 gp91phox 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 (α1 and β1 
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 



xli 

 

by antioxidant therapies may be a good pharmacological approach to treat ED at early 
stages of the male impotence. 
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44 

 

O envelhecimento é um processo complexo com múltiplas alterações na fisiologia 

do organismo (Hwang et al., 2009). O crescimento da população idosa é um fenômeno 

mundial. As projeções mais conservadoras indicam que em 2020 o Brasil será o sexto país 

do mundo em número de idosos, com um contingente superior a 30 milhões de pessoas (de 

Carvalho e Garcia, 2003). A cada ano, 650 mil novos idosos são incorporados à população 

brasileira, sendo as doenças do sistema cardiovascular as mais prevalentes em idosos 

(Veras, 2009; Naughton et al., 2006). A taxa de mortalidade por doenças cardíacas 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 epidemiológicos têm mostrado que o envelhecimento é um fator de risco 

para a disfunção erétil (DE), independentemente de comorbidades, como doenças 

cardiovasculares (Johannes et al., 2000). A prevalência de DE aumenta progressivamente 

com o envelhecimento, acomete não somente idosos, mas também grande percentagem de 

homens de meia-idade (Feldman et al., 1994; Teles et al., 2008). Tem sido sugerido que o 

diagnóstico de DE em “indivíduos sadios” ajuda a indicar alterações precoces no sistema 

cardiovascular. Dessa forma, a DE pode ser considerada um marcador importante no 

diagnóstico de disfunção vascular (Thompson et al., 2005; Böhm et al., 2010). O estresse 

oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas implicadas em complicações 

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 função erétil em ratos de meia-idade. Assim, propusemos a hipótese 
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que o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) nos corpos cavernosos 

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

 

1.1. Anatomia, inervação e hemodinâmica peniana 

 

A anatomia geral do pênis é semelhante em todas as espécies de mamíferos. O pênis 

humano consiste de três segmentos cilíndricos: 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 porção distal. Cada um dos corpos cavernosos é circundado por um 

tecido fibroso e compacto, a túnica albugínea, a qual é constituída em grande parte de fibras 

de colágeno, bem como de algumas fibras de elastina (Sattar et al., 2004). O tecido erétil 

dos corpos cavernosos é composto de múltiplos espaços lacunares interconectados, 

revestidos por células endoteliais, além das trabéculas, que formam as paredes das lacunas 

e consistem de bandas espessas de músculo liso e de uma estrutura fibroelástica formada 

por fibroblastos, colágeno e elastina (Krane et al., 1989). Os corpos cavernosos são 

divididos por um septo perfurado, incompleto no humano, que os permite funcionar como 

uma unidade.  

A parte proximal do pênis encontra-se ancorada ao osso pélvico, sendo esta região 

denominada crura dos corpos cavernosos, enquanto a parte proximal do corpo esponjoso 

forma o bulbo peniano. Tanto a crura quanto o bulbo estão conectados aos músculos 

estriados. O bulbo peniano está circundado pelo músculo bulbocavernoso (ou 

bulboesponjoso), ao passo que a crura peniana está circundada pelo músculo 

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

2012). 

A inervação do pênis é autonômica (vias simpáticas e parassimpáticas) e somática 

(vias sensoriais e motoras). A partir do plexo pélvico, as inervações simpáticas e 

parassimpáticas confluem, formando o nervo cavernoso. O nervo cavernoso é um ramo do 

plexo pélvico que adentra os corpos cavernosos e esponjosos para efetuar os eventos 

neurovasculares durante a ereção e detumescência. Os nervos somáticos são responsáveis 

pelas sensações e pela contração dos músculos bulbo cavernoso e isquiocavernoso (Dean & 

Lue, 2005). 

A via simpática origina-se do 11º segmento torácico e do 2º lombar, passando 

através do ramo ventral do nervo espinhal (ramo comunicante branco) para a cadeia 

ganglionar simpática. Algumas fibras dirigem-se através dos nervos esplânicos para os 

plexos hipogástrico superior e mesentérico inferior, através do nervo hipogástrico, em 

direção ao plexo pélvico (De groat & Booth, 1993). 

A via parassimpática surge de neurônios localizados do 2º ao 4º segmentos sacrais. 

As fibras pré-ganglionares passam pelo plexo hipogástrico superior pélvico para o plexo 

pélvico. Os nervos cavernosos então se ramificam do plexo pélvico em direção ao pênis. A 

estimulação do plexo pélvico e do nervo cavernoso induz ereção, enquanto que a 

estimulação do tronco simpático causa detumescência (Sakka & Lue, 2004). 

A via somatosensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do 

pênis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. Na glande do pênis humano há 

grande número de terminações aferentes (terminações 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 pênis que se unem a outros nervos formando o nervo 

pudendo. Este último adentra a coluna espinhal via segmentos S2 a S4 para terminais nos 

neurônios espinhais e interneurônios na região cinzenta central do segmento lombo sacral. 

A ativação destes nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias 

espinotalâmicas e espinoreticular para o tálamo e córtex sensorial, desencadeando a 

percepção sensorial. O núcleo de Onuf, do 2º ao 4º segmento sacral, é o centro da inervação 

somatomotora peniana. Estes nervos dirigem-se através dos nervos sacrais para o nervo 

pudendo para inervar os músculos ísquios e bulbo cavernosos. A contração do músculo 

isquiocavernoso participa da fase rígida da ereção, ao passo que a contração rítmica do 

músculo bulbo cavernosa é necessária para a ejaculação (Dean & Lue, 2005). 

O suprimento de sangue para o pênis deriva-se principalmente da artéria pudenda 

interna. Na maioria dos homens, esta artéria origina-se de uma das divisões do tronco 

isqueopudendo da artéria ilíaca interna ao nível da junção sacro-ilíaca. Após atravessar o 

tronco perineal no Canal de Alcock, a artéria pudenda interna origina a artéria peniana, a 

qual se subdivide na porção terminal em quatro ramos, designados artérias dorsal, uretral 

(esponjosa), cavernosa e bulbar. A artéria dorsal adentra o pênis, sendo responsável pela 

rigidez da glande peniana durante a ereção. 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 pênis 

corresponde a um vaso bastante estreito que adentra o pênis juntamente com as veias e os 

nervos cavernosos. Após adentrar os corpos cavernosos, a artéria cavernosa divide-se em 

múltiplas ramificações terminais conhecidas como artérias helicinais, assim conhecidas 

devido ao seu aspecto espiralado durante o estado flácido. Estas artérias abastecem os 
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espaços sinusoidais. A artéria bulbar adentra o bulbo do pênis logo após sua origem, 

fornecendo sangue à glande e ao bulbo uretral proximal (Yiee et al., 2010; Hsieh et al., 

2012). 

O pênis é drenado por três subdivisões de veias: superficiais, intermediárias e 

profundas. A drenagem venosa dos corpos cavernosos ocorre através das vênulas, 

localizadas entre a periferia do tecido erétil e a túnica albugínea. As vênulas se fundem para 

formar as veias emissárias maiores as quais rompem a túnica albugínea, e drenam em veias 

penianas extra-túnicas denominadas veias cavernosa e crural (Puech-leao et al., 1987; 

Krane et al., 1989). O conjunto de veias intermediárias emerge da glande peniana e forma o 

plexo retro coronal que drena na veia dorsal. Uma série de veias emissárias 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 periprostático. O sistema 

venoso profundo drena tanto os corpos cavernosos quanto o corpo esponjoso. Os espaços 

cavernosos são drenados através de um conjunto de veias emissárias que rompem a túnica 

albugínea. Nas posições médias e distais, tais veias se fundem para formar as veias 

circunflexas, as quais se esvaziam na veia dorsal profunda. Na região proximal do pênis, as 

veias emissárias 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 sinusóides são espaços formados irregularmente por trabéculas e consistem de 

bandas de músculo liso, fibras elásticas, colágeno e um tecido frouxo contendo numerosas 

arteríolas e nervos. Estes sinusóides contêm sangue, sendo considerados unidades contráteis 
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intrinsecamente ativos sensíveis aos estímulos neurológicos; dessa maneira, possuem papel 

fundamental nos mecanismos de ereção e detumescência (Dean & Lue, 2005).. 

Durante o estado flácido, as arteríolas e os sinusóides estão contraídos, devido 

principalmente, à ativação de receptores α-adrenérgicos, exercendo resistência máxima ao 

influxo arterial. Neste estado, apenas pequena percentagem de sangue adentra os corpos 

cavernosos com propósitos nutricionais (Traish et al., 1999). Ao mesmo tempo em que os 

sinusóides estão contraídos, 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 contração permanente. As trabéculas são drenadas 

pelas vênulas emissárias que se comunicam com as veias cavernosas. Neste estado flácido, 

a pO2 varia de 20 a 40 mmHg no pênis (Kim et al., 1993). Quando o bloqueio da atividade 

simpática se instala, essas musculaturas relaxam (tumescência), permitindo o influxo 

arterial e aumento progressivo da pressão sangüínea intracavernosa. Assim, a dilatação das 

artérias cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo sangüíneo nos espaços lacunares, 

ao mesmo tempo em que o relaxamento do músculo liso trabecular dilata os espaços 

lacunares causando expansão do pênis. O influxo de sangue arterial está associado a 

aumento na pO2 (90-100 mmHg) durante o estado de tumescência (Kim et al., 1993). A 

elevação da pressão sangüínea ao nível das artérias helicinais promove a expansão do 

músculo liso trabecular contra a túnica albugínea. Este evento comprime o plexo de vênulas 

sub-túnicas, reduzindo o efluxo venoso no espaço lacunar; dessa forma, o pênis é mantido 

rígido através do mecanismo de oclusão venosa (Krane et al., 1989; Andersson, 2011). 
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1.2. Contração do corpo cavernoso e flacidez peniana 

 

O grau de contração do músculo liso do corpo cavernoso determina os estados 

funcionais de flacidez peniana, tumescência, ereção ou detumescência. O balanço entre 

fatores contráteis e relaxantes é controlado, por sua vez, por mecanismos centrais e 

periféricos (Andersson, 2011). A noradrenalina e a endotelina-1 (ET-1) estão entre os 

vários transmissores e mediadores que contribuem para a contração do tecido erétil peniano 

(Gratzke et al., 2010; Andersson, 2011).  

A neurotransmissão noradrenérgica (simpática) desempenha um papel essencial na 

regulação do tônus do músculo liso dos corpos cavernosos. Os vasos penianos e o músculo 

liso cavernoso recebem uma vasta inervação noradrenérgica, que mantém o estado flácido, 

principalmente através da atividade tônica destes nervos, causando liberação maciça de 

noradrenalina. Uma vez liberada, a noradrenalina estimula 1-adrenoceptores (1-AR), 

induzindo contração da vasculatura peniana e do músculo liso trabecular do corpo 

cavernoso (Andersson, 2011). 

Os mecanismos intracelulares decorrentes da atividade contrátil evocada pela 

ativação de 1-AR pela noradrenalina incluem a ativação da fosfolipase C, a qual cataliza a 

clivagem de fosfatidilinositol em inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), 

aumentando-se assim os níveis intracelulares de cálcio. Subsequentemente, o cálcio se liga 

à calmodulina, a qual ativa a kinase da cadeia leve de miosina (MLC20), levando ao 

aumento expressivo de fosforilação da MLC20. Durante este processo, a MLC20 fosforilada 

interage com a -actina resultando na contração do músculo liso (Berridge, 2008; Gratzke 

et al., 2010). Evidências sugerem que no corpo cavernoso a atividade contrátil evocada pela 
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ativação de 1-AR está ligada à via da Rho/Rho-quinase. A Rho-quinase ativada fosforila a 

subunidade regulatória da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), resultando em 

inibição 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 ereção peniana: Importância do óxido 

nítrico (NO) na ereção peniana 

 

O NO é o principal neurotransmissor de um sistema de transdução de sinais que 

atua no pênis para mediar a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Andersson, 2011). As 

enzimas responsáveis pela formação do NO, referidas como óxido nítrico sintases (NOS), 

são 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 formação do produto intermediário Nω-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 está localizada no plexo pélvico, nervos cavernosos e seus 

terminais nervosos, além de nervos penianos dorsais e plexos nervosos na adventícia de 

artérias cavernosa e dorsal. Além disso, o endotélio libera NO em resposta à ACh, 

bradicinina e força de cisalhamento (Saenz de Tejada et al., 1988; Burnett, 1994; Teixeira 

et al., 1998). Observou-se que a vasodilatação das artérias helicinais causada pela 

despolarização do nervo cavernoso leva à liberação de NO do endotélio sinusóide, como 

conseqüência do aumento do fluxo sangüíneo (Musicki et al., 2004). Desta forma, a função 

erétil parece não ser mediada exclusivamente pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas. O 
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aumento da força de cisalhamento evocado durante a resposta erétil estimula a fosfatidil-

inositol 3-kinase (PI3K), ativando a proteína quinase B (Akt) que, por sua vez, fosforila a 

eNOS no sítio regulatório Ser-1177 levando à geração do NO no endotélio. Assim, 

acredita-se que a enzima nNOS inicia a resposta erétil enquanto que a eNOS 

concomitantemente à nNOS atua na manutenção do estado erétil  (Hurt et al. 2002; 2012). 

Diversos estudos mostraram que inibidores da NOS têm a capacidade de bloquear o 

relaxamento do músculo liso do corpo cavernoso induzido por estimulação elétrica das 

terminações NANC em espécies animais como coelho (Ignarro et al., 1990; Kim et al., 

1991), cão (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). Após a estimulação elétrica do corpo cavernoso, observaram-se níveis 

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 

preparações de tecido erétil de humanos e coelhos (Rajfer et al., 1992; Holmquist et al., 

1993; Christ et al., 1995) e causa tumescência em cães, gatos, macacos e 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 fisiológico intracelular, a 

guanilato ciclase solúvel (GCs). Esta ligação ocorre diretamente no grupo heme formando 

um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligação do NO promove a quebra da ligação entre a 

His105 axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO está presente na quinta posição, 

criando assim uma mudança conformacional que leva à ativação da GCs (Lucas et al., 
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2000). A ativação desta enzima pelo NO leva à conversão de guanosina trifosfato (GTP) no 

segundo-mensageiro, GMPc. O GMPc ativa a proteína quinase dependente de GMPc 

(PKG), levando à redução da concentração de cálcio intracelular, causando o relaxamento 

da musculatura lisa e, consequentemente, a ereção peniana. O GMPc é hidrolisado a GMP 

pela ação da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), 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 PDE5 (Goldstein et al., 1998; Corbin et al., 2004). O primeiro 

inibidor de PDE5 aprovado pela Food Drug Administration (FDA) foi o sildenafil 

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

 

1.4. Disfunção erétil, envelhecimento e estresse oxidativo 

 

A etiologia da DE é multifatorial e complexa, podendo ser de origem orgânica, 

psicogênica, ou a associação de ambas. Na DE orgânica, as causas mais comuns são de 

origem vasculogênica. Pacientes que apresentam doença vascular estão predispostos a 

desenvolver DE vasculogênica (Shamloul et al., 2013; Bortolotti et al., 1997; Jeremy & 

Mikhailidis, 1998, Sullivan et al., 1999). As alterações da reatividade da musculatura lisa 

cavernosa estão associadas à diminuição da biodisponibilidade do NO e aumento da 

contratilidade da musculatura lisa.  

O processo de envelhecimento acarreta alterações estruturais nos corpos cavernosos 

de humanos como aumento de colágeno, fibrose e redução da densidade volumétrica das 

células musculares lisas. Essas mudanças parecem contribuir para os danos vasculares, 

causando redução da função erétil (Jevtich et al., 1990; Ferrer et al., 2009; Tomada et al., 



54 

 

2010). Estudos in vivo realizados com ratos idosos (19-22 meses) mostraram redução da 

pressão intracavernosa (Musicki et al., 2005; Jin et al., 2006). Estudos funcionais in vitro 

mostraram redução 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 expressão da NOS são 

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 redução 

da atividade da NOS e redução do relaxamento nitrérgico e dependente de endotélio 

(Hosogai et al,. 2003; Gur et al., 2005). Confirmando a associação entre envelhecimento e 

DE. 

O processo de envelhecimento provoca um desequilíbrio entre a produção das ERO 

e a capacidade antioxidante do tecido (Wei & Lee, 2002; El Assar et al., 2013). A produção 

excessiva de ERO leva a disfunções celulares, peroxidação lipídica e mutagenicidade do 

DNA, podendo causar danos celulares irreversíveis e morte celular (Sawyer et al., 2002; 

Giordano et al., 2005; Murdoch et al., 2006; Takimoto & Kass 2007). Vários estudos 

mostram que a produção excessiva de ERO induz à disfunção 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 ânion superôxido (O2
-), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxila (OH-), os quais participam de reações bioquímicas em condições 

fisiológicas ou patológicas (Giordano et al., 2005). O O2
- é produzido pelas nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidases, xantina oxidase, eNOS desacoplada e 

cadeia respiratória mitocondrial (Frey et al., 2009; Sawyer et al., 2002; Giordano et al., 
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2005; Murdoch et al., 2006). Uma das consequências do aumento do estresse oxidativo no 

envelhecimento é a inativação do NO pelas altas concentrações de O2
- (Sun et al., 2004; 

Adler et al., 2006). O NO pode reagir com o O2
- para produzir o peroxinitrito (ONOO-), 

contribuindo assim para o surgimento de várias condições patológicas como aterosclerose e 

isquemia (Pacher & Szabó, 2006; Pacher et al. 2007). A inativação direta do NO, em 

grande parte pelo O2
-, pode assim contribuir para a redução do relaxamento dos corpos 

cavernosos (Bivalacqua et al., 2005). 

Em condições fisiológicas, as células possuem um sistema antioxidante eficiente 

que atua contra o acúmulo das ERO. O sistema antioxidante é formado por enzimas 

antioxidantes intracelulares, como a catalase, a glutationa peroxidase, a superóxido 

dismutase (SOD), e antioxidantes não-enzimáticos como as vitaminas E, C, beta-caroteno e 

ácido lipóico (Nordberg & Arner 2001; Giordano et al., 2005). Dentre estes antioxidantes, a 

SOD é considerada a principal enzima envolvida na defesa do organismo contra o O2
-. A 

SOD atua convertendo o O2
- para H2O2, que posteriormente é convertida pela catalase e/ou 

glutationa em água (Takimoto & Kass 2007; Frey et al., 2009). De fato, a redução da 

atividade da SOD tem sido relacionada ao processo de envelhecimento, contribuindo para 

as altas concentrações de O2
- (Li et al., 2010). Em corpos cavernosos de ratos idosos, a 

redução da atividade da SOD tem sido recentemente relacionada à DE (Helmy et al., 2012).  
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1.5. NADPH oxidase, apocinina e disfunção erétil   

 

Em condições patológicas, a NADPH oxidase (Nox) é a principal precursora para a 

formação de grandes quantidades de O2
- intravascular (Pendyala et al., 2009). Existem 7 

isoformas da Nox que são denominadas Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2, 

sendo que atualmente a gp91phox é denominada Nox2. A Nox2 foi o protótipo para seus 

homólogos e, está é um complexo enzimático constituído por duas subunidades ligadas à 

membrana, a gp91phox (Nox2) e p22phox, e três subunidades citosólicas, p40phox, p47phox e 

p67phox, e uma pequena GTPase (Rac 1 ou Rac2). A ativação do complexo NADPH oxidase 

inicia-se pela fosforilação das subunidades citosólicas, levando à translocação dessas para a 

membrana, juntamente com a Rac, formando assim o complexo ativo. A transferência do 

elétron do NADPH para a molécula de oxigênio no sítio catalítico resulta na formação do 

O2
- (Bokoch et al., 2009; Lessègue et al., 2012). O aumento da expressão 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 doenças cardiovasculares como 

hipertensão arterial, infarto do miocárdio, danos oriundos de isquemia e reperfusão, 

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 expressão da NADPH oxidase está associado à DE em animais 

hipercolesterolêmicos, 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, é utilizada experimentalmente 

como um inibidor não 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 não está totalmente esclarecido, mas parece 

envolver inibição da translocação das subunidades citosólicas p67phox e p47phox para a 

membrana, impedindo a formação do complexo NADPH oxidase (Stolk et al., 1994). O 

tratamento crônico com apocinina reverte a DE em ratos hipertensos pela infusão de 

angiotensina II, assim como o aumento da expressão protéica para a p47phox no tecido erétil 

(Jin et al., 2008). O tratamento com apocinina também reverte o aumento da expressão 

gênica para p67phox e p47phox 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 crônico com apocinina reduz o aumento do estresse oxidativo e 

reverte o aumento da expressão protéica para p67phox e p47phox no tecido erétil, sem 

modificar o aumento da expressão protéica para a gp91phox (Musicki et al., 2010).  
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JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 

A DE constitui um problema de saúde pública pela sua prevalência, impacto na 

qualidade de vida do homem e pelo fato de estar associada a várias comorbidades clínica. 

Estudos recentes vêm sugerindo que a DE é uma manifestação precoce ou fator preditivo 

positivo para doenças cardiovasculares. Estudos epidemiológicos mostram que a 

prevalência de DE aumenta significativamente com o envelhecimento, atingindo grande 

percentagem em homens de meia-idade. Uma causa em potencial para complicações 

vasculares decorrentes do envelhecimento é o aumento dos níveis de ERO, que pode 

inativar o NO, produzindo impotência sexual masculina. Entretanto, até o momento, 

nenhum estudo avaliou o efeito do estresse oxidativo associado ao envelhecimento na 

função erétil de ratos de meia-idade. Assim, propusemos a hipótese que o aumento da 

produção de O2
- nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade contribui para a DE nesta 

faixa etária. Acreditamos que o presente trabalho poderá repercutir positivamente não 

somente para o esclarecimento da fisiopatologia da DE em sua fase precoce, como também 

para a melhora da terapêutica e prevenção. 
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OBJETIVOS  

 
Objetivos gerais 

 
1. Avaliar as alterações funcionais e moleculares da via de sinalização NO – GCs – 

GMPc – PDE5 nos corpos cavernosos em ratos de meia-idade. 
 

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

 
 Avaliar a pressão intracavernosa em ratos jovens e de meia-idade; 

 
 Realizar curvas concentração-resposta para a ACh, SNP, BAY 41-2272, sildenafil e 

8-Br-GMPc, assim como o relaxamento nitrérgico; 
 

 Realizar curvas concentração-resposta para a fenilefrina, assim como contração 
neurogênica in vitro e expressão protéica para tirosina hidroxilase;  
 

 Avaliar os níveis de GMPc e de expressão protéica da nNOS, eNOS total, eNOS 
fosforilada (serina-1177 e treonina-495) e GCs (subunidades α1 e β1) em corpo 
cavernoso; 
 

 Realizar ensaios funcionais na presença de SOD ou apocinina, assim como medidas 
de ERO e de expressão gênica da gp91phox e SOD-1 em corpo cavernoso; 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
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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 Investigação 

Biológica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos à 24°C em ciclos de claro/escuro (12/12 h), 

com ração e água ad libitum no Departamento da Farmacologia da FCM/UNICAMP. Os 

protocolos experimentais encontram-se aprovados pelo Comitê de Ética 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 concentração de 10 mM na água de beber. A ingestão hídrica 

inicialmente foi medida a fim de se definir a ingestão diária de água pelos ratos, que em 

nossas condições de biotério foi de aproximadamente 50 ml/dia/rato. Os ratos jovens foram 

submetidos às mesmas condições experimentais, porém receberam apenas água 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 secção 

dos vasos cervicais. O pênis foi retirado na região de inserção da crura e imediatamente 

colocado em solução de Krebs-Henseleit com a seguinte composição em mM: NaCl, 118; 



63 

 

NaHCO3, 25; glicose, 5,6; KCl, 4,7; KH2PO4, 1,2; MgSO4.7H2O, 1,17 e CaCl2.6H2O, 2,5. 

Após remoção do tecido conjuntivo, o tecido cavernoso foi dissecado e isolado. Cada pênis 

forneceu dois segmentos de corpos cavernosos dissecados (aproximadamente 2 x 0,3 x 0,2 

cm), os quais foram montados em câmaras de incubação para órgão isolado (10 ml) 

preenchidas com solução Krebs-Henseleit, e continuamente gaseificadas com O2:CO2 (95:5 

%), à temperatura de 37° C (pH 7,4). Os segmentos de corpos cavernosos foram suspensos 

entre um transdutor de força de unidade fixa. A tensão aplicada aos tecidos (5 mN) foi 

periodicamente ajustada até obter-se a estabilização dos mesmos (60 min). As alterações de 

tensão foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrália) e 

registradas em sistema PowerLab™ de aquisição de dados (Software versão 7.0, AD 

Instruments, Austrália).  

 

2.3. Curvas concentração-resposta  

 

Para analisar a resposta relaxante dos corpos cavernosos, realizou-se a pré-contração 

tecidual com o agonista α1-adrenérgico, fenilefrina (10 µM). Após a estabilização da 

resposta contrátil, foram construídas curvas concentração-resposta ao agonista muscarínico, 

acetilcolina (ACh; 10 nM -10 mM); ao doador de óxido nítrico, nitroprussiato de sódio 

(SNP; 10 nM - 10 mM); ao estimulador direto da GCs independente de NO, BAY 41-2272 

(1 nM - 10 µM); ao inibidor da PDE5, sildenafil (1 nM - 10 µM) e ao análogo permeável 

do GMPc, 8-Br-GMPc (10 nM - 300 µM). 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 µM, 30 min), exceto para o 8-Br-GMPc. O 
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relaxamento foi calculado como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 

μM), que foi tomada como 100%. Avaliou-se também a resposta contrátil construindo-se 

curvas concentração-resposta cumulativa à fenilefrina (10 nM - 100 μM). A resposta 

contrátil induzida por este agente também foi avaliada em tecidos pré-incubados com SOD 

(75 U/ml) ou apocinina (100 µM). As curvas concentração-resposta foram obtidas através 

do aumento cumulativo das concentrações da droga em questão em uma ou meia unidade 

logarítmica.  

A resposta relaxante foi calculada em relação à contração máxima produzida pela 

fenilefrina (10 µM), a qual foi tomada como 100%. A resposta contrátil foi calculada em 

mN. Os valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) foram calculados pela 

seguinte equação:  

E= Emax/[(1+(10c/10X)N + Ф], onde E é elevação do tônus basal, Emax é a máxima 

resposta que o agonista pode produzir; “c” é o logarítimo da EC50, que é a concentração do 

agonista que produz 50% da resposta máxima; “x” é o logarítimo da concentração do 

agonista; “N” significa a inclinação da curva concentração-resposta e Ф é a resposta 

observada na ausência do agonista. As análises de regressões não lineares para determinar 

os parâmetros Emax, log EC50 e o “n” foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), considerando o parâmetro Ф como zero. 

 

2.4. Estimulação elétrica  

 

Para o estudo da estimulação 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 duração dos pulsos de 1 milisegundo, intervalo 

entre os pulsos de 0,2 ms, duração da estimulação de 10 segundos nas frequências de 4, 8, 

16 e 32 Hz com intervalo de 3 minutos entre os estímulos. 

As respostas relaxantes à EFS (1-32 Hz) foram obtidas em tecidos previamente 

tratados por 30 min com guanetidina (30 μM) para depletar os estoques de noradrenalina, e 

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

contraídos com fenilefrina (10 μM), após o qual realizou-se a curva frequência-resposta (4-

32 Hz). A resposta contrátil induzida pela estimulação elétrica foi também avaliada em 

tecidos previamente tratados por 30 min com L-NAME (100 μM, inibidor não seletivo da 

NOS) e atropina (1 μM).  

 

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

 

Os ratos foram anestesiados com uretana (1,3 g/Kg). A carótida direita foi canulada 

para monitoração contínua da pressão arterial média (PAM) e o corpo cavernoso direito foi 

canulado para registro simultâneo da pressão intracavernosa (ICP), através de transdutores 

de pressão (Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA). Foi feita uma incisão na cavidade 

abdominal para exposição do nervo cavernoso, localizado na porção dorsolateral da 

próstata. Eletrodos bipolares de aço inoxidável foram conectados a um estimulador Grass 

SD9 (Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA.) e posicionados no nervo cavernoso. Foi 

feito após 10 mim a estimulação elétrica do nervo (5 ms de duração, 6 V, durante 45 s) em 

diferentes frequências (2, 4, 6 e 8 Hz, com intervalo de 3 min entre as frequências). Todos 

os dados de pressão foram coletados para análise utilizando-se o sistema PowerLab 400 de 
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aquisição de dados (Software versão 7.0, AD Instruments, Austrália). A PAM e a ICP 

foram monitoradas por pelo menos 10 min antes do início dos experimentos, para se 

assegurar da estabilidade das medidas. Foi então realizada a estimulação do nervo 

cavernoso para obtenção das respostas eréteis. A razão ICP/PAM foi utilizada para avaliar a 

função erétil in vivo. O cálculo foi realizado dividindo o pico máximo da ICP (para cada 

frequência utilizada) pela PAM. 

 

2.6. Determinação dos níveis de GMPc  

 

Para a determinação dos níveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de 

ratos, os tecidos foram equilibrados durante 20 min em solução de Krebs continuamente 

oxigenada à 37ºC. Os tecidos foram então estimulados por 10 min com SNP (10 μM) ou 

BAY 41-2272 (10 μM). Alguns tecidos foram incubados com SOD (75 U/mL, 15 min), 

apocinina (100 μM, 30 min) ou ODQ (10 μM, 30 min) antes da adição de SNP ou BAY 41-

2272. Em seguida, os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido, 

pulverizados, homogeneizados em ácido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados à 1500 

g por 10 min à 4 ºC. O TCA foi extraído das amostras através de três lavagens com solução 

de éter saturado com água. A preparação do tracer, amostras, padrões e incubação com 

anticorpo foram feitas conforme descrito no kit disponível 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. Extração de RNA  

 

Para a obtenção do RNA dos corpos cavernosos dos ratos, utilizamos o método de 

extração com o reagente TRIzol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD), de  acordo com as 

instruções  do  fabricante.  Os corpos cavernsos e TRIzol foram incubados por 5 min à 

temperatura ambiente, para completa dissociação dos complexos núcleo-protéicos. 

Duzentos µl de clorofórmio (CHCl3) foram adicionados aos tubos. Os mesmos foram 

agitados vigorosamente e colocados à temperatura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante 

foi separado e o RNA precipitado pela adição de 500 µl de isopropanol. Após 10 min à 

temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados (19.000 g, 10 min à 4° C). Os 

sobrenadantes foram descartados e o “pellet” de RNA foi lavado com 800 µl de etanol 

75%.  Após centrifugação (14000 g, 5 min à  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 água estéril contendo dietilpirocarbonato 

(DEPC), incubado à 55° C por 10 min e colocado em gelo para solubilização  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 íntegras 

as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S. Após a eletroforese, as amostras de RNA 

foram armazenadas em freezer -80 ºC. 
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2.7.2. Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

As amostras de RNA foram submetidas à síntese de DNA complementar (cDNA) 

utilizando-se o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life 

Sciences): 3 µg de RNA foram tratados com DNase 1, RNase-free (Fermentas Life 

Science), na seguinte reação: 1U DNase I, 1X DNase Reaction bufferwith MgCl2 (100 mM 

Tris-HCl, pH7,5; 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl2), em volume final de 10 µL. A reação foi 

realizada por 15 min à temperatura ambiente e paralisada com 2,27 mM EDTA, incubando-

se por 5 min à 65 ºC. 

Para síntese do cDNA, foram adicionados 1 µL de 100 mM Oligo(dt) Primer 

(volume de 12 µL) e incubado por 5 min à 65 ºC. Adicionou-se então 20X Reaction Buffer 

(250 mM Tris-HCl, pH 8,3; 250 mM KCl; 20 mM MgCl2; 50 mM DTT),  2 µL de 10mM 

dNTP Mix, 200U RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase e 200 U 

RiboLock™ RNase Inhibitor e incubado por 1 h/ 42 ºC – 5min/70ºC. 

A verificação da síntese de cDNA foi feita por meio de PCR para amplificação do 

gene beta-actina (BAC). As reações realizadas foram: 1X tampão Taq polimerase, 1 mM 

MgCl2, 200 µM dNTPs, 200 µM primer BAC forward (5’–

AAGAGATGGCCACGGCTGCT–3’), 200 µM primer BAC reverse (5’ – 

TCGCTCCAACCGACTGCTGT – 3’), 2,5 U de Taq polimerase e aproximadamente 50 ng 

de cDNA, em volume final de 50 µL. O programa foi iniciado por 2 min/ 95 ºC, seguido de 

30 ciclos: 30 s/ 95º C – 45 s/ 50ºC – 1 min/ 72 ºC, sendo finalizado por 7 min/ 72 ºC. Os 

produtos obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% para a verificação 

da amplificação de 640 pb. 
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2.7.3. Desenho dos primers  

 

Os primers utilizados nas reações 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 verificação das condições de 

formação de estruturas como hairpins e dimers. Os primers utilizados neste estudo estão 

listados na tabela 1.  

 

Tabela-1 – Sequência e concentração dos fragmentos amplificados de cada par de 
primer.   

Gene Sequência dos primers desenhados Concentração 
gp91phox – F 
gp91phox – R 

5´-CATGCTGATCTTGCTGCCAGT-3´ 
5´-TGTCTTCGAATTCTGGTTGAG-3´ 

300 nM 

SOD1 – F 
SOD1 – R 

5´-TCAATATGGGGACAATACACAAG-3´ 
5´-GGACCGCCATGTTTCTTAGA-3´ 

150 nM 

-actin – F 

-actin – R 

5´-GCAATGAGCGGTTCCGAT-3´ 
5´-TAGTTTCATGGATGCCACAGGAT-3´ 

70 nM 

GAPDH – F 
GAPDH – R 

5´-CCTGCCAAGTATGATGACATCAA-3´ 
5´-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3´ 

50 nM 

 

 

2.7.4. Padronizações necessárias para o PCR quantitativo em tempo real  

 

2.7.4.1.  Concentração e eficiência do primer 

 

Utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reações contendo cada um 

dos primers (sense e anti-sense) na concentração final de 70, 150, 300 e 600 nM. 

Considerando-se que se utilizou a mesma quantidade de amostra em todas as reações, o Ct 
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não deve variar. Se o aumento da concentração de primer ocasiona diminuição de Ct, então 

a quantidade deste reagente na reação ainda é insuficiente. Assim, a concentração ótima 

escolhida foi a mínima, associada ao menor Ct. A eficiência foi feita utilizando a 

concentração ótima de primer com 7 concentrações conhecidas de amostra, em escala 

logarítimica: 2 ng (2x100), 6,32 ng (2x100,5), 20 ng (2x101), 63,2 ng (2x101,5), 120 ng, 200 

ng (2x102) e 632 ng  (2x102,5). Os resultados são utilizados para construção da curva padrão 

Ct versus quantidade de amostra. Assim, para que a qRT-PCR seja confiável e reprodutiva 

são necessárias que as amplificações apresentem 95-100% de eficiência de amplificação 

(coeficiente de correlação de Pearson ou R2, onde r deve ser >0,95, o qual é a reflexão da 

eficiência da amplificação da qRT-PCR), a cada ciclo em duplicata e inclinação da reta ou 

Slope entre -3,1 e 3,6. As concentrações utilizadas dos primers estão demonstradas na 

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

 

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

 

As reações, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando-se o reagente 

SYBERGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems), que, além de conter todos os 

reagentes necessários para PCR (dNTP´s, MgCL2, tampão, Taq Ampli-Gold), contém o 

corante SYBERGreen, componente intercalante de dupla fita necessário para a detecção da 

reação ciclo a ciclo. Além disso, utiliza-se amostras de cDNA e primers específicos para o 

gene analisado. A detecção de amplificação em tempo real foi realizada no equipamento 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System® (Applied Biosystems) em gráficos de 

fluorescência versus número de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescência acima do 
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limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior 

a expressão de um gene, ou seja, quanto mais cópias existirem no início da reação, mais 

precocemente ocorre a amplificação e, consequentemente, menor é o Ct. 

As reações realizadas continham 6 µl do reagente SYBERGreen PCR Master Mix®, 

5 ng de amostra de cDNA e a concentração ótima de primer determinada, perfazendo um 

volume final de 12 µl. Em todos os casos foram feitos controles negativos, contendo água 

estéril em substituição à amostra. As reações foram preparadas em placas de 96 poços 

(Applied Biosystems) com tampas plásticas que permitem a passagem de luz. O programa 

foi iniciado por 95 ºC/ 10 min, seguido de 45 ciclos: 95 ºC/ 15 segundos – 60 ºC/ 1 min. Ao 

final de uma amplificação normal adiciona-se um passo de degradação durante o qual à 

temperatura aumenta gradualmente de 60 ºC para 95 ºC. À medida que os produtos gerados 

por PCR desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR 

Green. O gráfico resultante permite verificar se há um ou mais produtos de PCR presentes 

em cada reação, devido a diferenças de melting temperature entre os produtos de PCR 

amplificados; essa diferença é causada pelo número e composição de bases de cada 

produto.  

 

2.7.6. Quantificação e normalização das amostras pelo método geNorm version 

3.4 

 

A expressão dos genes de interesse foi quantificada e normalizada com relação a 

dois genes controles ou calibradores (β-actina e GAPDH). Estes são genes cuja expressão é 

dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca variação entre diversas condições. Para tanto, 
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após a exportação dos valores dos CTs obtidos, para uma planilha Excel (Microsoft 

Corporation, USA), foi calculada a média aritmética do CT das duplicatas. A seguir foi 

obtida a quantidade de expressão (Q), por meio da fórmula Q = E ΔCT, onde E = eficiência 

de reação e Δ CT= menor CT observado – CT de cada amostra. Desta forma, a expressão 

gênica foi relacionada à amostra que apresentou maior expressão (menor CT observado). 

Os valores Q dos genes calibradores de cada amostra foram submetidos ao método geNorm 

(Program geNorm version 3.4) (Vandesompele et al., 2002), que calcula a média 

geométrica entre eles, valor este denominado fator de normalização da amostra. A 

expressão normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra foi dada 

pela razão entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o fator de normalização da 

mesma. 

 

2.8. Western blotting  

 

Os corpos cavernosos foram homogeneizados em tampão SDS utilizando-se 

homogeneizador Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Inc., 

Westbury, NY, EUA), operado em velocidade máxima. Os extratos foram centrifugados à 

12000×g, 4°C, durante 20 min para remover materiais insolúveis. As concentrações de 

proteína no sobrenadante foram determinadas através do método de Bradford. Quantidades 

iguais de proteína de cada amostra (20 μg) foram tratadas com tampão Laemmli contendo 

ditioeritrol (100 mM). As amostras foram aquecidas em banho com água fervente por 15 

min e em seguida aplicadas em gel de poliacrilamida 10% + lauril sulfato de sódio 0,1% 

(SDS-PAGE) para separação das proteínas por eletroforese. A eletrotransferência das 
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proteínas para membrana de nitrocelulose foi realizada durante 60 min a 15 V (constante) 

em sistema semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os sítios inespecíficos na membrana 

foram bloqueados com BSA (solução a 5% em tampão Tris-Salina - TBS, pH 7,4) durante 

1 h. A seguir, as membranas foram incubadas de 15 a 18 horas à 4C com anticorpos 

primários específicos para as diferentes isoformas das NOS (anti-nNOS de coelho, 

policlonal, diluição de 1:1000; anti-eNOS e fosfo-eNOS (ser-1177 e thr-495) de 

camundongo, monoclonais, diluição 1:2500), GCs (anti-subunidades α1 de coelho, 

policlonal, diluição 1:1000; anti-subunidades β1 de coelho, policlonal, diluição 1:1000) e 

tirosina hidroxilase (TH; de cabra, policlonal, diluição 1:1000). A detecção foi realizada 

utilizando-se anticorpos primários específicos, anticorpos secundários HRP-conjugados e 

solução de luminol. O peso molecular das bandas foi calculado a partir das mobilidades 

relativas de proteínas marcadoras de peso molecular (faixa: 29 a 205 kDa). A intensidade 

das bandas, como uma medida da expressão da proteína, foi determinada por análise 

densitométrica mediante ao uso do Software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, 

MD, EUA). 

 

2.9. Dosagem de espécies reativas de oxigênio (ERO)  
 

A fluorescência resultante da oxidação da dihidroetidina (DHE) foi usada para 

avaliar a geração 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 µM) em criostato e colocados em lâminas com silanina. As lâminas 

ficaram em placa quente (37° C) por 20 min. Os cortes foram circulados com caneta 
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hidrofóbica e incubados com tampão fosfato por 10 min a 37° C em câmara úmida. O 

tampão fosfato foi retirado. Os cortes foram incubados com DHE (10 µM) diluída em 

tampão fosfato por 30 min a 37° C em câmara úmida. A fluorescência dos cortes foi 

detectada em microscópio óptico (BX51, Olympus, Japão) com filtro para rodamina, com 

objetiva de 10X. A fluorescência vermelha proveniente dos produtos de oxidação da DHE 

foi analisada pelo software Image J (National Institute of Health, Bethesda-MD, EUA) e os 

resultados foram expressos como fluorescência dos núcleos marcados/mm2. A 

fluorescência foi avaliada em corpos cavernosos pré-incubados com SOD (75 U/ml, 15 

min) ou apocinina (inibidor da NADPH oxidase; 100 µM, 30 min) e de ratos tratados com 

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

 

2.10. Análise estatística  

 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão das médias (E.P.M.) de 

n experimentos indicados em cada caso. Para comparações múltiplas entre 4 grupos, foi 

usado o teste de análise de variância (ANOVA-uma via), seguido pelo teste de Tukey. Para 

comparação entre 2 grupos, usou-se o Teste t de Student não pareado. O programa 

GraphPad Prism versão 5 (GraphPad Software, San Diego, EUA) foi utilizado para as 

análises estatísticas. Valores de P < 0.05 foram considerados significativos.  
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3.1. Relaxamento do corpo cavernoso em rato de meia-idade  

  

3.1.1. Medidas de pressão intracavernosa  

 

As estimulações elétricas do nervo cavernoso produziram aumento da pressão 

intracavernosa (ICP) dependentes da frequência, as quais foram significativamente menores 

(P < 0.05) no grupo meia-idade para todas as frequências estudadas (Figura 1A). Nenhuma 

mudança significativa foi observada para a pressão arterial média (PAM) em ratos de meia-

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

 

3.1.2. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pela acetilcolina  

 

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construção de curvas 

concentração-efeito à ACh (10 nM – 10 mM) em corpos cavernosos de ratos pré-contraídos 

com fenilefrina (10 μM). A potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax) da ACh foram 

significativamente (P < 0.05) menores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade em 

comparação com os ratos jovens (Figura 2A, B; Tabela 2). A pré-incubação dos corpos 

cavernosos com apocinina (100 µM; Figura 2A) ou SOD (75 U/mL; Figura 2B) restaurou 

parcialmente (P < 0.05) a potência e a resposta máxima diminuídas da ACh em corpos 

cavernosos de ratos de meia-idade (Tabela 2). Nem a potência, nem a resposta máxima da 

ACh foi alterada nos corpos cavernosos de ratos jovens pré-incubados com apocinina (100 

µM) ou SOD (Tabela 2).  
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Figura 1. Pressão intracavernosa (ICP) em ratos jovens e de meia-idade. Razão pressão 

intracavernosa (ICP)/ pressão arterial médica (PAM) (A). Valores de PAM (B). Os dados 

são expressos como média ± erro padrão da média de 5 animais. *P < 0.05 comparado com 

o grupo jovem. 
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Figura 2. Curvas concentração-efeito à acetilcolina (ACh) em corpos cavernosos de ratos 

jovens e de meia-idade na presença de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi 

calculado como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 μM), que foi 

tomada como 100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5-6 

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

grupo meia-idade não tratado. As curvas à ACh nos grupos jovem e meia-idade, na 

ausência de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualização dos 

resultados. 
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 Tabela 2: Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidos de curvas 

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

 Jovem Meia-idade 
 pEC50 Emax (%) pEC50 Emax (%) 
ACh 4.06 ± 0.12 70 ± 1 3.06 ± 0.03 # 37 ± 2 # 
ACh/Apo 4.01 ± 0.06 75 ± 4 3.32 ± 0.08 #  64 ± 3 * 
ACh/SOD 4.01 ± 0.11 81 ± 3 3.79 ± 0.17  49 ± 3 *# 
     
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 ± 0.05 103 ± 3 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 concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 10 nM – 10 mM), nitroprussiato de 
sódio (SNP, 10 nM – 10 mM), BAY 41-2272 (BAY, 1 nM – 10 µM), sildenafil (1 nM – 10 
µM) e  8-Br-GMPc (10 nM – 300 µM), na ausência e na presença de apocinina (Apo, 100 
µM) ou superóxido 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 não 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 sódio 

 

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construção de 

curvas concentração-efeito ao nitroprussiato de sódio (SNP, 10 nM – 10 mM) em corpos 

cavernosos de ratos pré-contraídos com fenilefrina (10 μM). A potência e a resposta 

máxima do SNP foram significativamente menores (P < 0.05) nos corpos cavernosos dos 

ratos de meia-idade em comparação com os ratos jovens (Figura 3A, B; Tabela 2). A pré-

incubação dos corpos cavernosos com apocinina (100 µM) ou SOD (75 U/mL) restaurou 

totalmente (P < 0.05) a potência e a resposta máxima diminuídas do SNP em corpos 

cavernosos de ratos de meia-idade (Figura 3A, B; Tabela 2). Nem a potência, nem a 

resposta máxima do SNP foi alterada nos corpos cavernosos de ratos jovens pré-incubados 

com apocinina (100 µM) ou SOD (75 U/mL) (Tabela 2). 
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Figura 3. Curvas concentração-efeito ao nitroprussiato de sódio (SNP) em corpos 

cavernosos de ratos jovens e de meia-idade na presença de apocinina (A) ou SOD (B). O 

relaxamento foi calculado como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 

μM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média 

de 5-6 experimentos. P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com 

o grupo meia-idade não tratado. As curvas para o SNP nos grupos jovem e meia-idade, na 

ausência de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualização dos 

resultados. 
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3.1.4. Relaxamento nitrérgico 

 

Os relaxamentos nitrérgicos foram avaliados em corpos cavernosos pré-contraídos 

com fenilefrina (10 μM), pré-tratados com guanetidina (30 μM) e atropina (1 μM). A 

estimulação elétrica da preparação induziu relaxamentos frequência-dependentes (4-32 Hz). 

Os relaxamentos nitrérgicos foram significativamente menores nos tecidos de ratos de 

meia-idade, nas frequências de 16 e 32 Hz (Figura 4). A pré-incubação dos corpos 

cavernosos com apocinina (100 µM; 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 não modificou o relaxamento nitrérgico, 

exceto na frequência de 4 Hz onde se notou aumento do relaxamento. 
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Figura 4. Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulações elétricas (EFS; 4 

– 32 Hz) em animais jovens e de meia-idade na presença de apocinina (A) ou SOD (B). O 

relaxamento foi calculado como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 

μM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média 

de 5-9 experimentos. P < 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com 

o grupo meia-idade não tratado. As curvas para a EFS nos grupos jovem e meia-idade, na 

ausência de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor visualização 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 construção de curvas 

concentração-efeito a este composto (1 nM – 10 μM) em corpos cavernosos de ratos pré-

contraídos com fenilefrina (10 μM). Os resultados mostraram um deslocamento 

significativo da curva concentração-efeito ao BAY 41-2272 para a direita nos corpos 

cavernosos de ratos de meia-idade em comparação com os ratos jovens, sendo este de 

aproximadamente quatro vezes (Figura 5A, B; Tabela 2). A pré-incubação dos corpos 

cavernosos com apocinina (100 µM; Figura 5A) ou SOD (75 U/mL; Figura 5B) restaurou 

significativamente (P < 0.05) a potência do BAY 41-2272 em corpos cavernosos de ratos 

de meia-idade (Tabela 2). Nos ratos jovens, a apocinina e SOD também aumentaram a 

potência do BAY 41-2272; entretanto, este aumento foi em menor proporção comparado ao 

grupo meia-idade. A resposta máxima do BAY 41-2272 não foi modificada em nenhum dos 

grupos (Tabela 2). 
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Figura 5. Curvas concentração-efeito ao BAY 41-2272 em corpos cavernosos de ratos 

jovens e de meia-idade na presença de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi 

calculado como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 μM), que foi 

tomada como 100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5-6 

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

grupo meia-idade não tratado. As curvas para o BAY 41-2272 nos grupos jovem e meia-

idade, na ausência de tratamento, foram repetidas nos painéis A e B para melhor 

visualização dos resultados. 
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3.1.6. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo sildenafil  

 

O relaxamento produzido pelo sildenafil (inibidor seletivo da PDE5) foi avaliado 

através da construção de curvas concentração-efeito a este agente (1 nM – 10 μM) em 

corpos cavernosos de ratos pré-contraídos com fenilefrina (10 μM). Os resultados 

mostraram um deslocamento significativo da curva concentração-efeito ao sildenafil para a 

direita nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade em comparação com os ratos jovens, 

sendo este de aproximadamente quatro vezes (Figura 6, Tabela 2). A pré-incubação dos 

corpos cavernosos com apocinina (100 µM; Figura 6A) ou SOD (75 U/mL; Figura 6B) 

restaurou significativamente (P < 0.05) a potência do sildenafil em corpos cavernosos de 

ratos de meia-idade (Tabela 2). Nos ratos jovens, a apocinina ou SOD também aumentou a 

potência do sildenafil; entretanto, em menor proporção comparado ao grupo meia-idade. A 

resposta máxima do sildenafil não foi alterada em nenhum dos grupos (Tabela 2). 
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Figura 6. Curvas concentração-efeito ao sildenafil em corpos cavernosos de ratos jovens e 

de meia-idade na presença de apocinina (A) ou SOD (B). O relaxamento foi calculado 

como porcentagem da contração induzida pela fenilefrina (10 μM), que foi tomada como 

100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5-6 experimentos. 

P<0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade 

não tratado. As curvas para o sildenafil nos grupos jovem e meia-idade, na ausência de 

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

 

O relaxamento mediado pelo análogo do GMPc foi avaliado através da construção 

de curvas concentração-efeito ao 8-Br-GMPc (10 nM – 300 μM) em corpo cavernoso de 

ratos pré-contraídos com fenilefrina (10 μM). Nem a potência, nem a resposta máxima 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 concentração-efeito ao 8-Br-GMPc em corpos cavernosos de ratos jovens 

e de meia-idade. O relaxamento foi calculado como porcentagem da contração induzida 

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

erro padrão da média de 5-6 experimentos.  
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3.1.8. Efeito do tratamento crônico 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 redução de potência (pEC50) e da resposta 

máxima da ACh (Figura 8A) e SNP (Figura 8B) foram completamente restauradas pelo 

tratamento com apocinina (P < 0.05; Tabela 3). No grupo jovem, a potência e resposta 

máxima do SNP não foram alteradas pelo tratamento com apocinina. A resposta máxima da 

ACh também não foi modificada no ratos jovens tratatos com apocinina, entretando, a 

potência 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 potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidos de curvas 
concentração-resposta em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade tratados com 
apocinina (85 mg/rato/dia, 4 semanas). 

Curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 10 nM – 10 mM) e nitroprussiato de 
sódio (SNP, 10 nM – 10 mM) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade 
tratados com apocinina (Apo) na água 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 não tratado. 
 

 

Grupos Acetilcolina  Nitroprussiato de Sódio  

 pEC50 Emax  pEC50 Emax  

Jovem 4.06 ± 0.10 69 ± 1  5.37 ± 0.08 104 ± 3  

Jovem/Apo 4.64 ± 0.14 * 66 ± 4  5.62 ± 0.07 100 ± 2  

Meia-idade 3.09 ± 0.05 * 40 ± 3*  4.37 ± 0.05* 90 ± 2*  

Meia-idade/Apo 4.51 ± 0.13# 65 ± 1#  5.63 ± 0.08# 104 ± 5#  
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Figura 8. Curvas concentração-efeito à acetilcolina (ACh; painel A) e nitroprussiato de 

sódio (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 contração induzida pela fenilefrina (10 μM), que foi tomada como 100%. 

Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5-8 experimentos. P < 0.05 

comparado com o grupo jovem não tratado; # P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade 

não tratado.  
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Figura 9. Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulações 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 contração induzida pela 

fenilefrina (10 μM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias ± erro 

padrão da média de 5-9 experimentos. P < 0.05 comparado com o grupo jovem não 

tratado; #P<0.05 comparado com o grupo meia-idade não tratado. 
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3.1.9. Determinação dos níveis de GMPc em corpo cavernoso  

 
Os níveis basais de GMPc nos corpos cavernosos foram 64% menores no grupo 

meia-idade em comparação com o grupo jovem (Figura 10). A incubação dos tecidos com 

SNP (10 µM) ou BAY 41-2272 (1 µM) produziu aumentos significativos (P < 0.05) nos 

níveis de GMPc em ambos os grupos. Entretanto, as elevações de GMPc pelo SNP e BAY 

41-2272 foram significativamente (P < 0.05) menores no grupo de meia-idade em 

comparação com o grupo jovem (Figura 10). A pré-incubação dos corpos cavernosos com 

apocinina (100 µM) ou SOD (75 U/mL) restaurou significativamente (P < 0.05) os níveis 

reduzidos de GMPc em corpos cavernosos de ratos de meia-idade estimulados com SNP 

(10 µM) ou BAY 41-2272 (1 µM), com nenhuma modificação no grupo jovem. O 

tratamento prévio com o inibidor de GCs, ODQ (100 μM), aboliu as elevações de GMPc 

pelo SNP e BAY 41-2272 em ambos os grupos experimentais (Figura 10). 
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3.1.10. Expressão protéica da nNOS, eNOS total, GCs (subunidades α1 e β1) e da 

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

 

A expressão protéica da nNOS e fosfo-eNOS (Ser-1177) nos corpos cavernosos foi 

29% e 33% menor no grupo meia-idade em comparação com o grupo jovem, 

respectivamente (Figura 11). Nenhuma mudança foi observada na expressão protéica da 

eNOS total e fosfo-eNOS (Thr-495) em corpos cavernosos de ratos de meia-idade em 

relação ao grupo jovem (Figura 11). 

A figura 12 ilustra a expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs. Podemos 

notar que expressão para as subunidades α1 e β1 da GCs foi 44% e 62% menor no grupo 

meia-idade em comparação com o grupo jovem, respectivamente.  
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Figura 11. Expressão 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 padrão da média de 4 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo 

jovem. A eNOS total e nNOS foi normalizada em relação à α-actina. A p-eNOS (Ser-1177 

e Thr-495) foi normalizada em relação à eNOS total.  
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Figura 12. Expressão protéica das subunidades α1 e β1 da guanilato ciclase solúvel (GCs) 
em corpo cavernoso de ratos jovens e de meia-idade. (A) Western blotting representativo 
para as subunidades α1 e β1 da GCs. (B) Densitometria para as subunidades α1 e β1 da 

GCs. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5 experimentos. P < 0.05 
comparado com o grupo jovem. As subunidades α1 e β1 da GCs foi normalizada em 
relação à α-actina.   
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3.1.11. Expressão gênica da gp91phox e SOD-1  

 

A expressão do RNAm da gp91phox e superóxido 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 expressão do RNAm da gp91phox, 

de aproximadamente 64%, em comparação com o grupo jovem (Figura 13). A expressão do 

RNAm da SOD-1 foi similar entre os grupos (Figura 13).  
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Figura 13.   Expressão gênica do componente da NADPH oxidase (gp91phox) e superóxido 

dismutase-1 (SOD-1) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade. Os dados 

representam as médias ± erro padrão da média de 6 experimentos. *P<0.05 comparado com 

o grupo jovem. 
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3.1.12. Níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) em corpo cavernoso 
 

 
Os níveis basais de ERO nos corpos cavernosos foram 64% maiores no grupo meia-

idade em comparação com o grupo jovem (Figura 14). O tratamento com apocinina (85 

mg/Kg/dia, 4 semanas) inibiu a formação de ERO no grupo meia-idade e jovem em 73% e 

68%, respectivamente (Figura 14). A pré-incubação dos corpos cavernosos com apocinina 

(100 µM) ou SOD (75 U/mL) também inibiu a formação de ERO no grupo meia-idade e 

jovem (Figura 14). 
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Figura 14. Níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) em corpos cavernosos de ratos 

jovens e de meia-idade pré-incubados com superóxido dismutase (SOD I.; 75 U/mL), 

apocinina (Ap. I.; 100 µM) ou tratados com apocinina (Ap. T.; 85 mg/rato/dia, por quatro 

semanas). (A) Imagens digitais de cortes histológicos e (B) análise quantitativa das ERO 

em corpos cavernosos. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5 

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

com o grupo meia-idade não tratado. 
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3.1.13. Expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs em corpos cavernosos  

 

A expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs nos corpos cavernosos foi 

44% e 62% menor no grupo meia-idade em comparação com o grupo jovem, 

respectivamente (Figura 15). O tratamento com apocinina restaurou significativamente (P < 

0.05) a expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs nos corpos cavernosos de ratos 

de meia-idade (Figura 15). Nos ratos jovens, a expressão protéica da subunidade β1 da GCs 

não foi alterada pela tratamento com apocinina; entretanto, a expressão protéica da 

subunidade α1 da GCs foi significativamente maior pela apocinina (P < 0.05). 
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Figura 15. Expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs (guanilato ciclase solúvel) 
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 
α1 e β1 da GCs. (B) Densitometria para as subunidades α1 e β1 da GCs. Os dados 
representam as médias ± erro padrão da média de 5 experimentos. As subunidades α1 e β1 
da GCs foram normalizadas em relação à α-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. Contração do corpo cavernoso em rato de meia-idade  

 

3.2.1. Contração de corpo cavernoso induzida por EFS  

 

A EFS da preparação induziu contrações frequência-dependentes nos corpos 

cavernosos (4-32 Hz) que foram abolidas pela pré-incubação com guanetidina (30 µM, 

N=10) ou com o antagonista do receptor α1 adrenérgico, prazosin (1 µM, N=3), 

confirmando que as respostas contráteis induzidas pelas EFS são mediadas pela liberação 

de noradrenalina. Nos ratos de meia-idade, a resposta neurogênica contrátil foi maior (P < 

0.05) em comparação com os ratos jovens, em todas as frequências estudadas (Figura 16A, 

B). A pré-incubação dos corpos cavernosos com apocinina (100 µM; Figura 16A) ou SOD 

(75 U/mL; Figura 16B) não modificou de modo significativo a contração neurogênica em 

qualquer grupo.  
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Figura 16. Contrações de corpos cavernosos induzidas por estimulações elétricas (EFS; 4 – 

32 Hz) em animais jovens e de meia-idade na presença de apocinina (100 µM, A) ou SOD 

(75 U/mL, B). As contrações foram calculadas em mN. Os dados representam as médias ± 

erro padrão 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 ausência de tratamento, 

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

 

A contração à fenilefrina foi avaliada através da construção de curvas concentração-

efeito a este agonista (10 nM – 100 μM) em corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-

idade. A resposta máxima à fenilefrina foi significativamente maior (P < 0.05) nos corpos 

cavernosos do grupo meia-idade (4.40 ± 0.33 mN) em comparação com o grupo jovem 

(3.48 ± 0.12 mN) (Figura 17). A pré-incubação dos corpos cavernosos com apocinina (100 

µM; Figura 17A) ou SOD (75 U/mL; Figura 17B) não modificou (P < 0.05) a contração 

induzida pela fenilefrina em nenhum grupo. Nenhuma alteração foi vista para os valores de 

potência (pEC50) 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 concentração-efeito à fenilefrina em corpos cavernosos de ratos jovens e 

de meia-idade na presença de apocinina (apo; 100 µM, A) ou SOD (75 U/mL, B). As 

contrações foram calculadas em mN. Os dados representam as médias ± erro padrão 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 ausência de tratamento, foram repetidas nos 

painéis A e B para melhor visualização dos resultados. 
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3.2.3. Efeito do tratamento crônico com apocinina sobre a contração induzida 

pela EFS e fenilefrina em corpo cavernoso 

 

A EFS da preparação induziu contrações frequência-dependentes nos corpos 

cavernosos (4-32 Hz). O tratamento com apocinina normalizou o aumento das (P < 0.05) 

respostas contráteis do grupo meia-idade, não alterando as respostas no grupo jovem 

(Figura 18A). 

Em seguida, para avaliar apenas as respostas contráteis mediadas pela estimulação 

adrenérgica isoladamente, as preparações foram pré-tratadas com L-NAME (100 µM) e 

atropina (1 µM). Nesta condição, a resposta contrátil aumentou em cerca de 30-40% em 

ambos os grupos experimentais, mas, interessantemente, as contrações neurogênicas (4–32 

Hz) permaneceram significativamente maiores nos corpos cavernosos dos ratos de meia-

idade (Figura 18B). O aumento das contrações neurogênicas foi totalmente revertido pelo 

tratamento com apocinina nos ratos de meia-idade (Figura 18B). O tratamento com 

apocinina não alterou a contração do grupo jovem (Figura 18B). 

O tratamento com apocinina também restaurou significativamente (P < 0.05) a 

resposta contrátil induzida pela fenilefrina em corpos cavernosos de ratos de meia-idade 

(3.04 ± 0.20 mN), não alterando a resposta contrátil do grupo jovem (3.29 ± 0.39 mN) 

(Figura 19). Nenhuma alteração foi vista para os valores de potência (pEC50) 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) Contrações neurogênicas de corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-

idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas) induzidas pela 

estimulação elétrica (4 – 32 Hz). (B) Contrações induzidas pela estimulação elétrica (4 – 32 

Hz) na presença de L-NAME (100 µM) e atropina (1 µM). As contrações foram calculadas 

em mN. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de 5-10 experimentos. P 

< 0.05 comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade não 

tratado. 
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Figura 19. Curvas concentração-efeito à fenilefrina em corpos cavernosos de ratos jovens e 

de meia-idade tratados com apocinina (85 mg/rato/dia, por quatro semanas). As contrações 

foram calculadas em mN. Os dados representam as médias ± erro padrão 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. Expressão protéica da tirosina hidroxilase em corpos cavernosos  

 

A expressão protéica da tirosina hidroxilase nos corpos cavernosos foi 

aproximadamente duas vezes maior no grupo meia-idade em comparação com o grupo 

jovem (Figura 20). O tratamento com apocinina reverteu significativamente (P < 0.05) a 

expressão protéica da tirosina hidroxilase nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade. 

Nenhuma mudança foi observada na expressão protéica desta enzima nos corpos 

cavernosos de ratos jovens (Figura 20). 
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Figura 20. Expressão 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 padrão da média de 5 ratos. P < 0.05 

comparado com o grupo jovem; #P < 0.05 comparado com o grupo meia-idade não tratado. 

A TH foi normalizada em relação à α-actina. Jovem (J); meia-idade (M); apocinina (Apo). 
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4. DISCUSSÃO 
 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que o envelhecimento é um fator de risco 

para a DE. A prevalência de DE aumenta significativamente com o envelhecimento, 

acometendo não 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 alterações precoces na função 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 geração de ERO tem sido apontado como uma das 

principais causas das complicações 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 função erétil de ratos de 

meia-idade. Na primeira etapa do trabalho, nossos resultados mostraram redução da pressão 

intracavernosa, do relaxamento nitrérgico, e do relaxamento dependente (ACh) e 

independente de endotélio (SNP) em ratos de meia-idade. Mostramos ainda que os níveis 

intracelulares de GMPc e das expressões protéicas da nNOS, fosfo-eNOS (Ser-1177) e GCs 

(subunidades α1 e β1) estão menores nos corpos cavernosos dos ratos de meia-idade, ao 

mesmo tempo em que há aumento da expressão do RNAm da gp91phox e da geração 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 produção de ERO nos corpos cavernosos 

parece exercer papel crucial para DE em ratos de meia-idade.  
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O NO nitrérgico é considerado o principal mediador do relaxamento neurogênico do 

músculo liso peniano (Andersson et al., 2011). Estudo prévio mostrou que o endotélio 

sinusoidal também libera NO em resposta à ACh (Sanes de Tejada et al., 1988). Entretanto, 

a remoção do endotélio sinusoidal do tecido cavernoso não previne o relaxamento 

nitrérgico (Ignarro et al., 1990; Kim et al., 1993), sendo aceito atualmente que o endotélio 

sinusoidal, através da liberação de NO, apenas auxilie a ereção peniana (Blando et al., 

1990; Knispel, 1992). É provável que o NO liberado das fibras nitrérgicas atua no início do 

processo de ereção peniana, enquanto o NO derivado do endotélio concomitantemente com 

o NO nitrérgico atua na sustentação do processo erétil (Hurt et al. 2002; 2012). Desta 

forma, decidimos investigar o relaxamento induzido pela ACh e pela estimulação 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 disfunção endotelial e nitrérgica. De fato, a pressão intracavernosa foi 

significativamente menor nos ratos de meia-idade, confirmando um quadro de DE. Como a 

redução da expressão da NOS pode estar relacionada à menor resposta relaxante da 

musculatura cavernosa, decidimos avaliar os níveis protéicos das isoformas da NOS nos 

corpos cavernosos dos ratos de meia-idade. Notamos redução na expressão da nNOS e 

eNOS fosforilada no sítio regulatório Ser-1177 (ativo) nos corpos cavernosos dos ratos de 

meia-idade, ao passo que nenhuma mudança foi observada na expressão da eNOS total e 

eNOS fosforilada no sítio regulatório Thr-495 (inativo). A redução na expressão da nNOS e 

da eNOS fosforila (Ser-1177) são consistentes com os 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 desequilíbrio entre a produção das ERO 

e a capacidade antioxidante do tecido (Frey et al., 2009). A maior fonte intravascular de O2
- 

em condições patológicas é a NADPH oxidase, um complexo enzimático composto por 

várias subunidades, onde a gp91phox é subunidade catalítica responsável pela produção de 

O2
- (Pendyala et al., 2009; Bokoch et al., 2009). Em contrapartida, as células possuem 

enzimas antioxidantes, destacando-se a SOD, que desempenha papel importante na 

regulação do estresse oxidativo, particularmente no sistema vascular, preservando a função 

do endotélio e do músculo liso, aumentando consequentemente a biodisponibilidade de NO 

(Darley-Usmar et al., 1995; Kojda et al., 1999). Estudos prévios mostraram que a DE em 

camundongos hipercolesterolêmicos, ratos diabéticos e ratos hipertensos é 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 expressão do RNAm da gp91phox e SOD-

1 no tecido cavernoso. A pré-incubação 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 expressão do RNAm da gp91phox 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 

O2
- 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 níveis de 
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ERO foram maiores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade, sendo estes revertidos 

pelo tratamento crônico com apocinina, assim como pela pré-incubação com SOD ou 

apocinina. É interessante que, apesar de a SOD normalizar o relaxamento nos animais de 

meia-idade, nenhuma mudança foi observada na expressão da SOD-1. A SOD atua 

convertendo o O2
- para H2O2, que posteriormente é convertida pela catalase e/ou glutationa 

em água (Takimoto & Kass 2007; Frey et al., 2009). É provável que devido o aumento da 

geração de ERO, o sistema antioxidante não esteja conseguindo suprimir de forma eficiente 

os altos níveis de ERO. 

O NO pode ser exogenamente fornecido para os tecidos e células por vários 

compostos denominados doadores de NO. O composto inorgânico SNP é um agente que 

libera NO no sistema biológico por mecanismos não enzimáticos e enzimáticos, 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 é 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-incubação 

dos corpos cavernosos com apocinina ou SOD restaurou completamente o relaxamento 

induzido pelo SNP no grupo meia-idade. Estes resultados são consistentes com a redução 

dos níveis de GMPc em resposta ao SNP e restauração dos mesmos pela SOD ou apocinina 

nos corpos cavernosos desses animais. É provável que o aumento da produção de O2
- 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 é restaurado pela SOD ou apocinina 

(Khan et al., 2001; Jiménez-Altayó 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; Báu et al., 2012; da Silva et al., 2012), 

incluindo corpos cavernosos (Baracat et al., 2003; Bischoff et al., 2003; Kalsi et al., 2003). 

As ações biológicas do BAY 41-2272 são principalmente dependentes da presença 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-

incubação com SOD ou apocinina. De acordo com estes resultados, os níveis de GMPc 

também foram menores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade estimulados com 

BAY 41-2272, e restaurados pela pré-incubação com apocinina ou SOD. Estudos anteriores 

em corpos cavernosos e artérias mesentéricas relataram que na ausência do NO há um 

deslocamento para direita na curva concentração-efeito ao BAY 41-2272, revelando que 

este composto atua sinergicamente com o NO endógeno para promover seu efeito relaxante 

(Priviero et al., 2009; Baracat et al., 2003). Portanto, é provável que a redução do 

relaxamento induzido pela BAY 41-2272 no tecido erétil de ratos de meia-idade seja 

devido à remoção do NO endógeno. Isto é consistente com nossos dados mostrando que o 

análogo permeável 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 (PDE5) é a principal enzima responsável pelo 

metabolismo do GMPc nos corpos cavernosos. O inibidor seletivo de PDE5, sildenafil, 
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aumenta os níveis 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 concentração, sendo que a curva 

concentração-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 concentração-efeito aos inibidores de PDE5, sugerindo que, além de inibir a 

PDE5, estas drogas necessitam do NO endógeno para promover acúmulo de GMPc (Kalsi 

et al., 2005; Teixeira et al., 2006; Toque et al., 2009). Assim, a redução da biodisponilidade 

de NO pelo O2
- parece também repercutir negativamente no relaxamento de corpo 

cavernoso em resposta aos inibidores de PDE5.  

A GCs é uma proteína citosólica heterodimérica constituída por duas subunidades, 

denominadas α e β, sendo necessária a expressão das duas subunidades para a atividade 

catalítica da GCs. Em humanos a GCs apresenta quatro subunidades, denominadas α1, α2, 

β1 e β2, sendo o heterodímero α1/β1 o mais expresso. Cada subunidade contém um 

domínio regulatório N-terminal, uma região de dimerização e um domínio catalítico C-

terminal, o qual é responsável pela conversão de GTP em GMPc (Lucas et al., 2000; 

Evgenov et al., 2006;). Estudos anteriores relataram que em doenças cardiovasculares, o 

estresse oxidativo parece afetar a expressão 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 expressão protéica da GCs está reduzida em aorta (Kloss et al., 2000). No presente 

estudo, a expressão das subunidades α1 e β1 da GCs foi menor nos corpos cavernosos de 

ratos de meia-idade em comparação com os ratos jovens, a qual foi restaurado pelo 
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tratamento com apocinina. Assim, é provável que a redução da expressão da GCs 

prejudique a produção fisiológica de GMPc nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade, 

favorecendo o estado contrátil do músculo liso vascular. 

Na segunda etapa do trabalho, analisamos o papel do estresse oxidativo sobre os 

mecanismos contráteis do corpo cavernoso de rato de meia-idade. Nossos resultados 

mostraram aumento da resposta contrátil mediada pelos receptores α1-adrenérgicos, 

concomitantemente com aumento da expressão protéica da tirosina hidroxilase, sendo os 

mesmos normalizados pelo tratamento crônico com apocinina. Isto sugere que o aumento 

do estresse oxidativo desempenha papel crucial na maquinaria contrátil de corpos 

cavernosos na meia-idade.  

Durante o estado flácido, a atividade simpática é predominante; as arteríolas e os 

sinusóides estão contraídos, permitindo pequena quantidade de influxo arterial. As 

catecolaminas causam contração do tipo concentração-dependente em corpos cavernosos, 

artérias e veias penianas (Andersson, 2011). O receptor α1-adrenérgico é funcionalmente 

predominante em corpo cavernoso, e a fenilefrina exerce potente ação constritora neste 

tecido (Imagawa et al., 1989; Christ et al., 1990). Além disso, a injeção intracavernosa de 

antagonista α-adrenérgico induz tumescência e ereção, enquanto que agonista α-

adrenérgico causam detumescência (Blum et al., 1985). Em animais hipertensos, obesos e 

diabéticos, a DE tem sido associada com aumento da inervação e estimulação simpática no 

tecido erétil (Morrison et al., 2007; Carneiro et al., 2008). Por isso, em nosso estudo, 

procuramos avaliar inicialmente a contração de corpos cavernosos induzida pela 

estimulação elétrica. As contrações neurogênicas de corpos cavernosos foram 

significativamente maiores nos ratos de meia-idade em comparação 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 contráteis mediadas pela estimulação 

simpática sem interferência do NO. Nessas condições, mostramos que a estimulação 

elétrica continuou produzindo contrações neurogênicas maiores nos corpos cavernosos de 

ratos de meia-idade. A noradrenalina é sintetizada a partir do aminoácido precursor L-

tirosina. A enzima tirosina hidroxilase catalisa a conversão da L-tirosina em L-

diidroxifenilalanina (DOPA), sendo esta primeira etapa fundamental para a síntese de 

catecolaminas. Posteriormente, a L-DOPA é convertida em dopamina pela DOPA 

descarboxilase, que por sua vez é convertida em noradrenalina pela dopamina β-hidroxilase 

(Nakashima et al., 2009). O aumento da expressão da tirosina hidroxilase está associado à 

hiperatividade simpática (Morrison et al., 2007; Parrish et al., 2008; Burgi et al., 2011). 

Portanto, em nosso estudo, avaliamos a expressão protéica para tirosina hidroxilase nos 

corpos cavernosos de ratos jovens e de meia-idade. De fato, a expressão protéica para está 

enzima foi maior no grupo meia-idade em comparação com o grupo jovem. Este aumento 

para a tirosina hidroxilase é consistente com o nosso estudo funcional, onde as contrações 

noradrenérgicas foram maiores nos corpos cavernosos de ratos de meia-idade. Assim, é 

também possível que a liberação de noradrenalina pelos terminais simpáticos seja maior em 

corpos cavernosos dos ratos de meia-idade, que poderá ser confirmado futuramente 

quantificando-se a liberação de [3H]-noradrenalina do tecido erétil. 

O NO também modula a neurotransmissão simpática 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 está associado à hiperatividade simpática (Macarthur et al., 
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2008). Nossos resultados mostraram aumento da produção de ERO em corpos cavernosos 

de ratos de meia-idade, sugerindo que a redução da biodisponibilidade de NO pelo aumento 

do estresse oxidativo pode contribuir para hiperatividade simpática 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 níveis de ERO, 

restaurou o aumento das contrações noradrenérgica e da expressão 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 redução da 

biodisponibilidade de NO associada ao estresse oxidativo contribui para a hiperatividade 

simpática, a qual é restaurada pelo antioxidante, N-acetilcisteína (Macarthur et al., 2008). 

Outro estudo mostrou que a suplementação com L-arginina corrige a hiperatividade 

noradrenérgica cardíaca em SHR, provavelmente, por ativar a via NOS-GMPc nos 

terminais simpáticos e reduzir a expressão protéica da tirosina hidroxilase (Lee et al., 

2009). Portanto, é provável que a redução crônica na biodisponilidade de NO associada ao 

aumento da expressão protéica da tirosina hidroxilase levam ao aumento da liberação de 

noradrenalina em corpos cavernosos de ratos de meia-idade, resultando em contrações α1-

adrenérgicas aumentadas. Em corpos cavernosos de ratos jovens, apesar do tratamento com 

apocinina ter reduzido os níveis de ERO, nenhuma mudança significativa foi observada nas 

respostas contráteis por este tratamento. Este resultado está de acordo com estudos 

anteriores mostrando que a função erétil de ratos e camundongos em condições fisiológicas 

não é modificada pelo tratamento crônico com apocinina (Jin et al., 2008; Musicki et al., 

2010). Estudo anterior relatou que a contração de corpos cavernosos induzida pela 

fenilefrina aumenta progressivamente com o envelhecimento (Christ et al.,1990). Em nosso 
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estudo, a resposta máxima 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 normalização dos níveis de ERO pela apocinina contrabalança a 

contração mediada pelos receptores 1-adrenérgicos. Além disso, é possível que a 

expressão do receptor 1-adrenérgico esteja maior nos corpos cavernosos de ratos de meia-

idade. Isto poderá ser confirmado futuramente por estudos de binding ou por expressão 

protéica/gênica deste receptor. Coletivamente, estes dados mostram que o aumento das 

respostas contráteis induzidas pela fenilefrina e EFS em corpos cavernosos de ratos de 

meia-idade pode desfavorecer a tumescência peniana. 
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5. SUMÁRIO E CONCLUSÃO 
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 A pressão intracavernosa (in vivo) foi significativamente menor nos ratos de 
meia-idade; 
 

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

 Os níveis de GMPc nos corpos cavernosos dos ratos de meia-idade foram 
significantemente menores em comparação com os ratos jovens; 
 

 Houve redução da expressão protéica da nNOS, eNOS fosforilada (Ser-1177) e 
GCs (subunidades α1 e β1) no grupo meia-idade; 
 

 Houve aumento da expressão do RNAm da gp91phox e da geração de ERO no 
grupo meia-idade; 
 

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

 A contração induzida pela fenilefrina e EFS foi maior no grupo meia-idade, a 
qual não foi modificada pela pré-incubação com apocinina ou SOD; 
 

 O tratamento crônico com apocinina normalizou o relaxamento nitrérgico, o 
relaxamento dependente (ACh) e independente (SNP) de endotélio, a contração 
mediada pelos receptores α1-adrenérgicos, assim como a expressão protéica da 
tirosina hidroxilase e GCs (subunidades 1 e β1) no grupo meia-idade; 

 
 Concluímos que a DE em ratos de meia-idade é decorrente da redução da 

biodisponibilidade de NO e de o aumento do estresse oxidativo. A diminuição do 
estresse oxidativo no tecido erétil por terapias antioxidantes pode ser uma boa 
estratégia farmacológica para o tratamento da DE em estágios iniciais de 
impotência sexual masculina. 
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