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A	
  ereção	
  peniana	
  é	
  um	
  fenômeno	
  vascular	
  sob	
  controle	
  psicológico	
  modulado	
  por	
  

andrógenos	
   onde	
   o	
   estado	
   de	
   flacidez	
   ou	
   ereção	
   peniana	
   é	
   determinado	
   pela	
   condição	
  

momentânea	
  de	
  contração	
  ou	
  relaxamento	
  do	
  sistema	
  arterial	
  cavernoso	
  e	
  da	
  musculatura	
  

lisa	
  trabecular.	
  Já	
  a	
  disfunção	
  erétil	
  é	
  definida	
  como	
  a	
  incapacidade	
  de	
  alcançar	
  ou	
  manter	
  

uma	
   ereção	
   peniana	
   satisfatória	
   para	
   uma	
   relação	
   sexual	
   e	
   pode	
   acontecer	
   por	
   causas	
  

psicológicas	
   ou	
   orgânicas,	
   podendo	
   esta	
   ser,	
   vascular,	
   neurológica,	
   cirúrgica	
   ou	
  

medicamentosa	
   e	
   atinge	
   cerca	
   de	
   50%	
   dos	
   homens	
   com	
   idade	
   superior	
   a	
   40	
   anos	
   e	
   um	
  

número	
  crescente	
  de	
  adultos	
  com	
  20	
  anos	
  ou	
  mais.	
  Os	
  inibidores	
  de	
  fosfodiesterase	
  tipo	
  5	
  

são,	
  por	
  via	
  oral,	
   a	
  melhor	
  opção	
   terapêutica	
  embora	
  existam	
  outras	
  alternativas	
   como	
  a	
  

injeção	
  intracavernosa	
  de	
  papaverina,	
  fentolamina	
  ou	
  alprostadil	
  e,	
  em	
  casos	
  mais	
  severos,	
  

a	
   prótese	
   peniana.	
   Contudo	
   existem	
   casos	
   de	
   pessoas	
   que	
   não	
   respondem	
   de	
   maneira	
  

satisfatória	
   a	
   essas	
   drogas	
   e,	
   a(s)	
   causa(s)	
   permanece(m)	
   pouco	
   conhecida(s).	
   Com	
   o	
  

objetivo	
   de	
   investigar	
   se	
   no	
   modelo	
   proposto	
   de	
   disfunção	
   erétil	
   in	
   vivo	
   causado	
   por	
  

orquiéctomia	
   ocorrem	
   também	
   alterações	
   da	
   resposta	
   do	
   corpo	
   cavernoso	
   in	
   vitro	
   a	
  

estímulos	
  contráteis	
  e	
  estímulos	
  relaxantes,	
  bem	
  como,	
  alterações	
  morfológicas	
  nos	
  corpos	
  

cavernosos	
   de	
   camundongos	
   utilizamos	
   camundongos	
   C57bl/6	
   adultos	
  machos	
   (25-­‐30g)	
  

castrados	
   cirurgicamente.	
  Avaliamos	
   a	
   resposta	
   contrátil	
   à	
   fenilefrina	
   (agonista	
   alfa1)	
  na	
  

presença	
   ou	
   ausência	
   de	
   L-­‐NAME	
   (inibidor	
   de	
   NO)	
   e	
   fasudil	
   (HA1077:	
   inibidor	
   de	
   Rho-­‐

cinase),	
   estimulação	
   elétrica	
   (EFS:	
   4,	
   8,	
   16Hz,	
   50V,	
   10	
   segundos),	
   bem	
   como	
   a	
   resposta	
  

relaxante	
   à	
   acetilcolina	
   (ACh)	
   na	
   presença	
   ou	
   ausência	
   de	
   L-­‐NAME,	
   ao	
   Bay	
   41-­‐2272	
  

(ativador	
  de	
  guanilil	
  ciclase)	
  na	
  ausência	
  ou	
  presença	
  de	
  ODQ	
  (inibidor	
  de	
  guanilil	
  ciclase),	
  

ao	
  nitroprussiato	
  de	
  sódio	
  (SNP:	
  doador	
  de	
  NO)	
  na	
  ausência	
  ou	
  presença	
  de	
  ODQ	
  e	
  ao	
  HA	
  

1077.	
   Os	
   parâmetros	
   morfológicos	
   avaliados	
   foram,	
   comprimento,	
   área	
   da	
   secção	
  

transversal	
  e	
  volume	
  peniano,	
  área	
  da	
  secção	
  transversal	
  dos	
  corpos	
  cavernosos,	
  fração	
  de	
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musculatura	
   lisa,	
   colágeno	
   e	
   lúmen	
   sinusoidal	
   e	
   a	
   relação	
   quantitativa	
   musculatura	
  

lisa/tecido	
  colágeno	
  bem	
  como	
  a	
  imunoexpressão	
  de	
  guanilil	
  ciclase,	
  fosfodiesterase	
  tipo	
  5	
  

e	
   sintase	
   endotelial	
   de	
  NO.	
  Dois	
   segmentos	
   de	
   corpos	
   cavernosos	
   foram	
  obtidos	
   de	
   cada	
  

animal.	
   Os	
   tecidos	
   foram	
   montados	
   em	
   banhos	
   para	
   órgão	
   isolados	
   preenchidos	
   com	
   a	
  

solução	
   Krebs-­‐Henseleit	
   e	
   após	
   o	
   período	
   de	
   estabilização	
   foram	
   realizadas	
   curvas	
  

concentração	
   efeito.	
  Nossos	
   resultados	
  mostraram	
  que	
   a	
   castração	
   cirúrgica	
   aumentou	
   a	
  

potência	
   e	
   a	
   resposta	
  máxima	
   da	
   fenilefrina	
   (pEC50=5,452±0,100;	
   Emax=0,117±0,005)	
   em	
  

relação	
  ao	
  grupo	
  controle	
  (pEC50=6,138±0,110;	
  Emax=0,086±0,005	
  e)	
  e	
  que,	
  a	
  presença	
  de	
  

HA1077	
  reverte	
  esse	
  efeito	
  sem	
  causar	
  alteração	
  na	
  resposta	
  do	
  animal	
  controle,	
  a	
  resposta	
  

contraturante	
   à	
   estimulação	
   elétrica	
   foi	
   significativamente	
   maior	
   nos	
   animais	
   castrados	
  

(p<0,001)	
  em	
  todas	
  as	
  frequências	
  testadas.	
  Observamos	
  que	
  a	
  resposta	
  relaxante	
  da	
  ACh	
  

está	
  diminuida	
  nos	
  animais	
  castrados	
  e,	
  as	
  doses	
  maiores	
  causaram	
  contração,	
  já	
  o	
  Bay	
  41-­‐

2272	
  teve	
  sua	
  potência	
  e	
  resposta	
  máxima	
  reduzidas	
  no	
  grupo	
  castrado	
  enquanto	
  que,	
  ao	
  

SNP	
  não	
  há	
  diferença	
  entre	
  os	
  grupos.	
  Já	
  o	
  relaxamento	
  ao	
  HA1077	
  foi	
  significativamente	
  

maior	
   tanto	
   em	
   potência	
   quanto	
   a	
   resposta	
   máxima	
   no	
   animais	
   castrados	
  

(pEC50=5,863±0,060;	
   Emax=0,141±0,005)	
   em	
   relação	
   ao	
   grupo	
   controle	
  

(pEC50=6,867±0,070;	
   Emax=0,058±0,001).	
   A	
   análise	
   macroscópica	
   mostrou	
   que,	
   entre	
   a	
  

primeira	
  e	
  a	
  oitava,	
  a	
  castração	
  induziu	
  no	
  pênis	
  dos	
  animais	
  uma	
  hipoplasia	
  passando	
  para	
  

atrofia	
  a	
  partir	
  de	
  então.	
  Nos	
  parâmetros	
  microscópicos	
  os	
  animais	
  castrados	
  perderam	
  7%	
  

da	
  área	
  dos	
  corpos	
  cavernosos	
  e	
  30%	
  da	
  fração	
  de	
  musculatura	
  lisa.	
  A	
  imunoexpressão	
  da	
  

nNOS	
   foi	
   semelhante	
   para	
   os	
   dois	
   grupos	
   já	
   a	
   eNOS,	
   guanilil	
   ciclase	
   e	
   PDE5	
   estão	
  

diminuidas	
  nos	
  animais	
  castrados,	
  os	
  dados	
  da	
  guanili	
   cilcase	
  e	
  da	
  PDE5	
   foram,	
   também,	
  

confirmados	
   por	
   western	
   blot.	
   Neste	
   trabalho	
   demonstramos	
   que	
   a	
   castração	
   cirúrgica:	
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aumenta	
   a	
   sensibilidade	
   da	
   musculatura	
   lisa	
   cavernosa	
   aos	
   mecanismos	
   contraturantes,	
  

quer	
  por	
  estimulação	
  adrenégica	
  quer	
  pelo	
  mecanismo	
  de	
  sensibilização	
  ao	
  calcio	
  mediado	
  

pela	
  Rho-­‐cinase,	
  além	
  de	
  reduzir	
  a	
  resposta	
  aos	
  mecanismos	
  relaxantes	
  mediados	
  pela	
  via	
  

óxido	
  nítrico-­‐GMP	
  cíclico-­‐PDE5;	
  provoca	
  perda	
  de	
  musculatura	
  lisa	
  e	
  estriada,	
  aumento	
  de	
  

tecido	
   adiposo	
   e	
   redução	
   na	
   expressão	
   de	
   proteínas	
   essenciais	
   para	
   a	
   manutenção	
   do	
  

funcionamento	
  do	
  mecanismo	
  de	
  ereção.	
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Penile	
  erection	
  is	
  a	
  vascular	
  phenomenon	
  under	
  psychological	
  control,	
  modulated	
  

by	
   androgens	
  where	
   the	
   erection	
   or	
   flacid	
   penile	
   state	
   is	
   determined	
   by	
   the	
  momentary	
  

condition	
   of	
   either	
   contraction	
   or	
   relaxation	
   of	
   the	
   arterial	
   system	
   and	
   the	
   cavernous	
  

trabecular	
  smooth	
  muscle.	
  Since	
  erectile	
  dysfunction	
  is	
  defined	
  as	
  the	
  inability	
  to	
  achieve	
  

or	
   maintain	
   a	
   penile	
   erection	
   for	
   satisfactory	
   sexual	
   intercourse	
   and	
   may	
   be	
   due	
   to	
  

psychological	
   or	
   organic	
   causes,	
   which	
   may	
   be,	
   vascular,	
   neurological,	
   surgical	
   or	
   drug	
  

induced	
  and	
  affects	
  about	
  50%	
  of	
  men	
  older	
   than	
  40	
  years	
  old	
  and	
  a	
  growing	
  number	
  of	
  

men	
  aged	
  20	
  years	
  or	
  more.	
  The	
  phosphodiesterase	
   type	
  5	
   inhibitors	
  are	
  orally,	
   the	
  best	
  

treatment	
  option	
  although	
  there	
  are	
  other	
  alternatives	
  such	
  as	
  intracavernous	
  injection	
  of	
  

papaverine,	
   phentolamine,	
   or	
   alprostadil,	
   and	
   in	
   severe	
   cases,	
   the	
   penile	
   prosthesis.	
  

However	
   there	
  are	
  cases	
  of	
  people	
  who	
  do	
  not	
  respond	
  satisfactorily	
   to	
   these	
  drugs	
  and,	
  

cause(s)	
  remain	
  unknown.	
  In	
  order	
  to	
  investigate	
  whether	
  the	
  proposed	
  model	
  of	
  erectile	
  

dysfunction	
   caused	
   by	
   orchiectomy	
   in	
   vivo	
   also	
   changes	
   the	
   response	
   of	
   corpus	
  

cavernosum	
  in	
  vitro	
  contractile	
  and	
  relaxing	
  stimulation,	
  as	
  well	
  as	
  morphological	
  changes	
  

in	
  the	
  corpus	
  cavernosum	
  of	
  C57BL	
  /	
  6	
  adults	
  males	
  mice	
  (25-­‐30g)	
  surgically	
  castrated.	
  We	
  

evaluated	
   the	
   contractile	
   response	
   to	
   phenylephrine	
   (alpha1	
   agonist)	
   in	
   the	
   presence	
   or	
  

absence	
   of	
   L-­‐NAME	
   (NO-­‐inhibitor)	
   and	
   fasudil	
   (HA1077,	
   Rho-­‐kinase	
   inhibitor),	
   electrical	
  

stimulation	
   (EFS:	
   4,	
   8,	
   16Hz,	
   50V,	
   10	
   seconds),	
   as	
   well	
   as	
   the	
   relaxation	
   response	
   to	
  

acetylcholine	
   (ACh)	
   in	
   the	
   presence	
   or	
   absence	
   of	
   L-­‐NAME,	
   HA	
   1077,	
   Bay	
   41-­‐2272	
  

(guanylyl	
  cyclase	
  activator)	
  in	
  the	
  absence	
  or	
  presence	
  of	
  ODQ	
  (guanylyl	
  cyclase	
  inhibitor)	
  

and	
   sodium	
   nitroprusside	
   (SNP,	
   NO	
   donor)	
   in	
   the	
   absence	
   or	
   presence	
   of	
   ODQ.	
   The	
  

morphological	
  parameters	
  evaluated	
  were	
   length,	
   cross-­‐sectional	
  area	
  and	
  volume	
  of	
   the	
  

penis,	
  transversal	
  sectional	
  area	
  of	
  corpora	
  cavernosa,	
  fraction	
  of	
  smooth	
  muscle,	
  collagen	
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and	
   sinusoidal	
   lumen	
   and	
   quantitative	
   smooth	
   muscle	
   /	
   collagen	
   tissue	
   as	
   well	
   as	
   the	
  

immunoexpression	
   of	
   guanylyl	
   cyclase,	
   phosphodiesterase	
   5	
   type	
   and	
   endothelial	
   NOS.	
  

Two	
   segments	
  of	
   the	
   corpus	
   cavernosum	
  were	
  obtained	
   from	
  each	
   animal.	
  Tissues	
  were	
  

mounted	
  in	
  organ	
  baths	
  with	
  Krebs-­‐Henseleit	
  and	
  after	
  stabilization,	
  concentration	
  curves	
  

were	
   performed.	
  Our	
   results	
   showed	
   that	
   castration	
   increased	
   the	
   potency	
   and	
  maximal	
  

response	
  of	
  phenylephrine	
   (pEC50	
  =	
  5.452	
  ±	
  0.100,	
  Emax	
  =	
  0.117	
  ±	
  0.005)	
   compared	
   to	
  

controls	
   (pEC50	
  =	
   6.138	
   ±	
   0.110;	
   Emax	
   =	
   ±	
   0.005	
   and	
   0.086)	
   and	
  HA1077	
   reverses	
   this	
  

effect	
   causing	
   any	
   alterations	
   in	
   the	
   response	
   of	
   the	
   animal	
   control,	
   electrical	
   field	
  

stimulation	
   was	
   significantly	
   higher	
   in	
   castrated	
   animals	
   (p	
   <0.001)	
   at	
   all	
   frequencies	
  

tested.	
  We	
  observed	
  that	
  the	
  relaxation	
  of	
  ACh	
  is	
  diminished	
  in	
  the	
  castrated	
  animals,	
  and	
  

higher	
   doses	
   caused	
   contraction,	
   Bay	
   41-­‐2272	
   had	
   reduced	
   potency	
   and	
   maximum	
  

response	
  in	
  the	
  castrated	
  group,	
  while	
  SNP	
  had	
  no	
  difference	
  between	
  groups.	
  HA1077	
  was	
  

significantly	
  higher	
  in	
  both	
  potency	
  and	
  maximum	
  response	
  in	
  castrated	
  animals	
  (pEC50	
  =	
  

5.863	
  ±	
  0.060;	
  Emax	
  =	
  0.141	
  ±	
  0.005)	
  compared	
  to	
  controls	
  (pEC50	
  =	
  6.867	
  ±	
  0.070;	
  Emax	
  

=	
  0.058	
  ±	
  0.001).	
  Macroscopic	
   analysis	
   showed	
   that,	
   between	
   the	
   first	
   and	
   eighth	
  weeks	
  

after	
  castration,	
  castrated	
  animals	
  showed	
  hypoplasia	
  and	
  atrophy	
  thereafter.	
  Microscopic	
  

parameters:	
  castrated	
  animals	
  lost	
  7%	
  of	
  the	
  corpus	
  cavernosum	
  and	
  30%	
  of	
  the	
  fraction	
  

of	
   smooth	
   muscle.	
   The	
   nNOS	
   immunoreactivity	
   was	
   similar	
   in	
   both	
   groups	
   as	
   eNOS,	
  

guanylyl	
  cyclase	
  and	
  PDE5	
  are	
  reduced	
  in	
  castrated	
  animals,	
  and	
  data	
  of	
  guanyl	
  cilcase	
  and	
  

PDE5	
   were	
   also	
   confirmed	
   by	
   western	
   blot.	
   We	
   demonstrated	
   that	
   surgical	
   castration:	
  

increases	
   the	
  sensitivity	
  of	
   the	
  cavernous	
  smooth	
  muscle	
  contraction	
  mechanisms,	
  either	
  

by	
  adrenergic	
  stimulation	
  or	
  by	
  the	
  mechanism	
  of	
  calcium	
  sensitization	
  mediated	
  by	
  Rho-­‐

kinase,	
  and	
  reduces	
  the	
  relaxing	
  response	
  to	
  mechanisms	
  mediated	
  by	
  nitric	
  oxide-­‐	
  cGMP-­‐
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PDE5;	
  causes	
  loss	
  of	
  striated	
  and	
  smooth	
  muscle,	
  increased	
  fat	
  and	
  decreased	
  expression	
  of	
  

proteins	
  essential	
  for	
  maintaining	
  the	
  function	
  of	
  the	
  erection	
  mechanism.	
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1.	
  Introdução	
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Fisiologia	
  da	
  ereção	
  peniana	
  –	
  mecanismos	
  de	
  relaxamento	
  e	
  contração	
  do	
  corpo	
  cavernoso	
  

	
  

A	
  ereção	
  peniana	
  é	
  um	
  fenômeno	
  vascular	
  sob	
  controle	
  psicológico	
  modulado	
  por	
  

andrógenos	
   (1),	
   ainda	
   que	
   haja	
   controvérsia	
   a	
   respeito	
   destes	
   na	
   manutenção	
   da	
  

responsividade	
  do	
  pênis	
  (2-­‐4).	
  

O	
  estado	
  de	
  flacidez	
  ou	
  ereção	
  peniana	
  é	
  determinado	
  pela	
  condição	
  momentânea	
  

de	
   contração	
   ou	
   relaxamento	
   do	
   sistema	
   arterial	
   cavernoso	
   e	
   da	
   musculatura	
   lisa	
  

trabecular	
   (5-­‐7).	
  Durante	
  o	
   estado	
   flácido,	
   as	
   arteríolas	
   e	
  os	
   sinusoides	
   estão	
   contraídos,	
  

principalmente	
  através	
  de	
  mecanismos	
  alfa-­‐adrenérgicos,	
  e	
  exercem	
  resistência	
  máxima	
  ao	
  

influxo	
   arterial.	
   Quando	
   o	
   bloqueio	
   da	
   atividade	
   simpática	
   se	
   instala,	
   a	
   dilatação	
   das	
  

artérias	
  cavernosa	
  e	
  helicinais,	
  leva	
  ao	
  aumento	
  do	
  fluxo	
  sanguíneo	
  nos	
  espaços	
  lacunares	
  

(tumescência)	
   e	
   o	
   relaxamento	
   do	
   músculo	
   liso	
   dilata	
   os	
   espaços	
   lacunares,	
   causando	
  

expansão	
   do	
   pênis.	
   A	
   pressão	
   saguínea	
   sistêmica	
   transmitida	
   através	
   das	
   arteríolas	
  

helicinais	
   dilatadas	
   expande	
   o	
   músculo	
   liso	
   contra	
   a	
   túnica	
   albugínea.	
   Este	
   evento	
  

comprime	
  o	
  plexo	
  de	
  vênulas	
  sub-­‐túnicas	
  e	
  reduz	
  o	
  efluxo	
  venoso	
  e,	
  dessa	
  forma,	
  o	
  pênis	
  é	
  

mantido	
  rígido	
  através	
  do	
  mecanismo	
  de	
  oclusão	
  venosa.	
  A	
  ativação	
  de	
  nervos	
  constritores	
  

simpáticos	
   causa	
   um	
   aumento	
   do	
   tonus	
   muscular	
   das	
   artérias	
   helicinais	
   e	
   do	
   corpo	
  

cavernoso,	
   resultando	
  na	
   redução	
  do	
   influxo	
  arterial	
   e	
  diminuição	
  dos	
  espaços	
   lacunares	
  

(detumescência),	
   com	
   descompressão	
   das	
   vênulas	
   sub-­‐túnicas	
   e	
   aumento	
   do	
   efluxo	
  

sanguíneo,	
   causando	
  o	
   retorno	
  do	
  pênis	
  ao	
  estado	
   flácido.	
  Assim,	
  a	
   estimulação	
  do	
  plexo	
  

pélvico	
   e	
   dos	
   nervos	
   cavernosos	
   causa	
   ereção,	
   ao	
   passo	
   que	
   a	
   estimulação	
   do	
   tronco	
  

simpático	
  leva	
  à	
  detumescência	
  (5,	
  8).	
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Um	
   vasto	
   conjunto	
   de	
   evidências	
   demonstra	
   que	
   o	
   óxido	
   nítrico	
   (NO)	
   é	
   o	
  

componente	
  central	
  de	
  um	
  importante	
  sistema	
  de	
  transdução	
  de	
  sinais	
  que	
  atuam	
  no	
  pênis	
  

para	
  mediar	
  a	
  resposta	
  erétil.	
  O	
  NO	
  é	
  constitutivamente	
  produzido	
  a	
  partir	
  da	
  L-­‐arginina	
  

pela	
   ação	
   das	
   NO	
   sintases	
   (NOS),	
   sendo	
   liberado	
   durante	
   a	
   neurotransmissão	
   nitrérgica	
  

(ativação	
  da	
  nNOS)	
  bem	
  como	
  do	
  endotélio	
  (ativação	
  da	
  eNOS)	
  presente	
  nos	
  sinusóides.	
  O	
  

NO	
   se	
   difunde	
   para	
   células	
   musculares	
   lisas	
   adjacentes,	
   causando	
   ativação	
   da	
   guanilil	
  

ciclase	
  solúvel,	
  a	
  qual	
  converte	
  o	
  trifosfato	
  de	
  guanosina	
  (GTP)	
  em	
  monofosfato	
  cíclico	
  de	
  

guanosina	
   (cGMP).	
   A	
   elevação	
   dos	
   níveis	
   intracelulares	
   de	
   cGMP	
   promove	
   ativação	
   de	
  

proteínas	
  cinase	
  específicas	
  que	
  fosforilam	
  outras	
  proteínas,	
  ativam	
  canais	
  iônicos	
  e	
  levam	
  

à	
  redução	
  da	
  concentração	
  de	
  cálcio	
  intracelular,	
  causando	
  o	
  relaxamento	
  da	
  musculatura	
  

lisa.	
   O	
   cGMP	
   é	
   hidrolisado	
   a	
   GMP	
   pela	
   ação	
   da	
   fosfodiesterase	
   tipo	
   5	
   (PDE5),	
   cessando	
  

assim	
  a	
  resposta	
  erétil	
  (5,	
  9).	
  

A	
  neurotransmissão	
  noradrenérgica	
  desempenha	
  papel	
  essencial	
  na	
  regulação	
  do	
  

tonus	
  do	
  músculo	
  liso	
  dos	
  corpos	
  cavernosos.	
  Os	
  vasos	
  penianos	
  e	
  o	
  músculo	
  liso	
  cavernoso	
  

recebem	
  uma	
  vasta	
  inervação	
  adrenérgica,	
  a	
  qual	
  mantém	
  o	
  pênis	
  no	
  estado	
  flácido	
  através	
  

da	
  atividade	
  tônica	
  destes	
  nervos,	
  causando	
  a	
  liberação	
  maciça	
  de	
  noradrenalina	
  (10,	
  11).	
  A	
  

noradrenalina	
   estimula	
   alfa-­‐adrenoceptores	
   (alfa-­‐AR)	
   e	
   causa	
   a	
   contração	
  da	
  vasculatura	
  

peniana	
   e	
   do	
   músculo	
   liso	
   trabecular	
   do	
   corpo	
   cavernoso	
   (5,	
   12).	
   Os	
   mecanismos	
  

intracelulares	
  decorrentes	
  da	
  atividade	
  contrátil	
  evocada	
  pela	
  ativação	
  de	
  alfa1-­‐AR	
  incluem	
  

a	
  ativação	
  da	
  fosfolipase	
  C,	
  com	
  formação	
  de	
  inositol	
  trisfosfato	
  (IP3)	
  e	
  diacilglicerol	
  (DAG),	
  

levando	
  assim	
  ao	
  aumento	
  dos	
  níveis	
  intracelulares	
  de	
  cálcio.	
  Subsequentemente,	
  o	
  cálcio	
  

se	
  liga	
  à	
  calmodulina,	
  a	
  qual	
  ativa	
  a	
  miosina	
  cinase	
  (MLCK),	
  levando	
  ao	
  aumento	
  expressivo	
  

de	
   fosforilação	
   da	
   cadeia	
   leve	
   da	
   miosina	
   (MLC20).	
   Durante	
   este	
   processo,	
   a	
   MLC20	
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fosforilada	
  interage	
  com	
  a	
  alfa-­‐actina	
  resultando	
  na	
  contração	
  do	
  músculo	
  liso.	
  Além	
  disso,	
  

agonistas	
   alfa1-­‐AR	
   causam	
   contração	
   desproporcional	
   ao	
   aumento	
   concomitante	
   e	
  

transitório	
  da	
  concentração	
  intracelular	
  de	
  cálcio,	
  indicando	
  a	
  existência	
  de	
  sensibilização	
  

ao	
  cálcio	
  decorrente	
  da	
  ação	
  destes	
  agonistas	
  (13).	
  Este	
  efeito	
  é	
  mediado	
  por	
  proteínas	
  que	
  

se	
   ligam	
  ao	
  GTP,	
  as	
  quais	
  recrutam	
  outros	
  sistemas	
   intracelulares	
  (14,	
  15).	
  O	
  mecanismo	
  

mais	
   importante	
   de	
   sensibilização	
   ao	
   cálcio	
   durante	
   a	
   contração	
   do	
  músculo	
   liso	
   ocorre	
  

através	
  da	
  inibição	
  da	
  MLC	
  fosfatase	
  (MLCP),	
  aumentando	
  assim	
  o	
  grau	
  de	
  fosforilação	
  da	
  

MLC20,	
  ainda	
  que	
  na	
  presença	
  de	
  atividade	
  basal	
  de	
  MLCK.	
  

	
  

Inervação	
  não-­‐adrenérgica,	
  não	
  colinérgica	
  (NANC):	
  papel	
  do	
  NO	
  

	
  

O	
   NO	
   é	
   um	
   neurotransmissor	
   formado	
   a	
   partir	
   da	
   L-­‐arginina,	
   através	
   de	
   uma	
  

reação	
  catalisada	
  por	
  uma	
  família	
  de	
  enzimas	
  denominadas	
  óxido	
  nítrico	
  sintase	
  (NOS).	
  A	
  

NOS	
  utiliza	
  como	
  substrato	
  o	
  NADPH	
  e	
  o	
  oxigênio	
  molecular	
  (O2)	
  e	
  oxida	
  o	
  grupo	
  guanidina	
  

da	
  L-­‐arginina,	
  em	
  processo	
  que	
  consome	
  cinco	
  elétrons	
  e	
  resulta	
  na	
  formação	
  do	
  NO	
  com	
  

quantidade	
  estequiométrica	
  de	
  L-­‐citrulina	
   (16)	
   (Figura	
  1).	
  A	
  atividade	
  da	
  NOS	
  se	
  dá	
  pela	
  

presença	
   de	
   diversos	
   cofatores	
   e	
   grupos	
   prostéticos,	
   dentre	
   eles	
   a	
   flavina	
   adenina	
  

dinucleotídeo	
   (FAD),	
   flavina	
   adenina	
  monucleotídeo	
   (FMN),	
   ferro,	
   zinco	
   e	
   o	
   (6R)-­‐5,6,7,8-­‐

tetrahidro-­‐L-­‐biopterina	
  (BH4).	
  

Existem	
   três	
   isoformas	
   de	
   NOS	
   denominadas	
   como	
   endotelial	
   (eNOS),	
   neuronal	
  

(nNOS)	
   e	
   induzível	
   (iNOS)	
   cada	
   qual	
   codificada	
   por	
   diferentes	
   genes	
   (17).	
   Tanto	
   a	
   eNOS	
  

como	
   a	
   nNOS	
   são	
   denominadas	
   de	
   NOS	
   constitutivas	
   (cNOS),	
   pois	
   estão	
   normalmente	
  

expressas	
  nas	
  células	
  e	
  atuam	
  dependente	
  de	
  cálcio	
  e	
  de	
  calmodulina	
  para	
  sua	
  ação.	
  O	
  NO	
  

formado	
  através	
  da	
   eNOS	
   regula	
  o	
   tônus	
  vascular,	
   previne	
   a	
   adesão	
  dos	
   leucócitos	
   e	
  das	
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Disfunção	
  erétil,	
  hipogonadismo	
  e	
  regulação	
  farmacológica	
  

	
  

Disfunção	
  erétil	
  é	
  definida	
  como	
  a	
  incapacidade	
  de	
  alcançar	
  ou	
  manter	
  uma	
  ereção	
  

peniana	
   satisfatória	
   para	
   uma	
   relação	
   sexual	
   (29).	
   Ainda	
   controversa	
   a	
   manutenção	
   da	
  

ereção	
  peniana	
  ser	
  modulada	
  por	
  andrógenos,	
  é	
  notório	
  que	
  a	
  frequência	
  de	
  episódios	
  de	
  

tumescência	
   peniana	
   noturna	
   apresenta-­‐se	
   suprimida	
   em	
   homens	
   com	
   hipogonadismo	
  

(30),	
   entretanto,	
   terapias	
   de	
   reposição	
   hormonal	
   aparentam	
   ter	
   efeito	
   positivo	
   mais	
  

significante,	
  sobre	
  o	
  desejo	
  sexual	
  (domínio	
  central)	
  do	
  que	
  sobre	
  a	
  função	
  erétil	
  (31,	
  32)	
  e,	
  

a	
   literatura	
   demonstra	
   que	
   a	
   normalização	
   dos	
   níveis	
   de	
   testosterona	
   em	
   homens	
   com	
  

hipogonadismo	
   e	
   disfução	
   erétil	
   apresenta	
   efeitos	
   benéficos	
   de	
   curta	
   duração,	
   devido	
   à	
  

eficácia	
   do	
   tratamento	
   apresentar-­‐se	
   reduzida	
   ao	
   longo	
   do	
   tempo	
   (33).	
   Alguns	
   efeitos	
  

adversos	
   da	
   terapia	
   de	
   reposição	
   de	
   testosterona	
   incluem	
   acne,	
   enxaqueca,	
   apneia,	
  

policitemia	
  e	
  exacerbação	
  de	
  doença	
  prostática	
  (34).	
  

Em	
   modelos	
   animais	
   de	
   função	
   erétil,	
   a	
   castração	
   cirúrgica	
   ou	
   terapia	
  

antiandrogênica	
   reduzem	
   a	
   magnitude	
   das	
   respostas	
   eréteis	
   induzidas	
   por	
   estimulação	
  

ganglionar	
  in	
  vivo,	
  enquanto	
  que	
  o	
  tratamento	
  com	
  andrógenos	
  reverte	
  este	
  efeito	
  (3,	
  4,	
  35,	
  

36).	
   A	
   redução	
   da	
   função	
   erétil	
   causada	
   pela	
   castração	
   está	
   associada	
   as	
   alterações	
   que	
  

levam	
  à	
  redução	
  da	
  expressão	
  e	
  atividade	
  de	
  NOS	
  em	
  corpo	
  cavernoso	
  de	
  ratos	
  (37-­‐41).	
  Há	
  

evidências	
   que	
   a	
   castração	
   pode	
   acarretar	
   redução	
   da	
   expressão	
   gênica	
   e	
   proteica	
   da	
  

fosfodiesterase	
  V	
  em	
  ratos,	
  sendo	
  a	
  mesma	
  acompanhada	
  de	
  uma	
  redução	
  da	
  resposta	
  ao	
  

tadalafil	
  (42).	
  Além	
  disso,	
  Reilly	
  e	
  colaboradores,	
  demonstraram	
  que	
  a	
  testosterona	
  regula	
  

a	
  resposta	
  à	
  estimulação	
  alfa-­‐adrenérgica	
  na	
  musculatura	
  lisa	
  cavernosa	
  (43)	
  e	
  também	
  a	
  

expressão	
  de	
  nNOS	
  (44).	
  Estudo	
  feito	
  em	
  camundongos	
  geneticamente	
  modificados	
  [eNOS	
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Justificativa	
  

	
  

A	
  maioria	
  dos	
  estudos	
  em	
  modelos	
  animais	
  de	
  função	
  erétil	
  foi	
  realizada	
  em	
  ratos,	
  

coelhos	
   e	
   cachorros.	
   Atualmente	
   há	
   interesse	
   no	
   desenvolvimento	
   de	
   modelos	
   em	
  

camundongos,	
   visto	
   que	
   o	
   mesmo	
   oferece	
   potencialmente	
   várias	
   vantagens	
   sobre	
   os	
  

demais	
   modelos	
   animais,	
   entre	
   elas	
   menor	
   custo	
   e	
   maior	
   praticidade.	
   Além	
   disso,	
   a	
  

utilização	
   de	
   tecnologia	
   transgênica	
   (knockout)	
   e	
   a	
   disponibilidade	
   de	
   ferramentas	
   de	
  

biologia	
  molecular	
  para	
  investigar	
  determinantes	
  genéticos	
  da	
  função	
  erétil	
  é	
  única	
  para	
  os	
  

modelos	
  em	
  camundongos.	
  

A	
  ocorrência	
  de	
  disfunção	
  erétil	
  em	
  adultos	
  com	
  mais	
  de	
  quarenta	
  anos	
  de	
  idade	
  é	
  

de	
  50%	
  e,	
  estudos	
  mostram,	
  que	
  esse	
  número	
  tem	
  aumentado,	
  nos	
  últimos	
  anos,	
  também	
  

em	
  adultos	
   jovens	
   (>20	
  anos).	
  Dentre	
  as	
  alternativas	
  de	
   tratamento,	
  a	
  mais	
  atual	
  é	
  a	
  dos	
  

inibidores	
  de	
  PDE5,	
  entretanto,	
  existem	
  individuos	
  que	
  não	
  respondem	
  a	
  esse	
  tratamento.	
  

Pouco	
   interesse,	
  ainda,	
  é	
  dado	
  aos	
  mecanismos	
  de	
  contração	
  da	
  musculatura	
   lisa	
  

trabecular	
  e,	
  os	
  estudos	
  existentes	
  são	
  inconclusivos	
  (46),	
  justificando	
  este	
  estudo.	
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Objetivo	
  

Objetivo	
  geral	
  

Investigar	
  os	
  mecanismos	
  pelos	
  quais	
  a	
  castração	
  cirúrgica	
  altera	
  a	
  função	
  erétil	
  e	
  

a	
  atividade	
  dos	
  inibidores	
  das	
  vias	
  óxido	
  nítrico-­‐GMPcíclico-­‐PDE5	
  e	
  Rho-­‐cinase.	
  

	
  

Objetivo	
  específico	
  

Investigar	
   se	
   no	
   modelo	
   proposto	
   de	
   disfunção	
   erétil	
   in	
   vivo	
   causado	
   por	
  

orquiectomia	
   em	
   camundongos	
  CB57B6	
  ocorre	
   também	
  alterações	
   da	
   resposta	
   do	
   corpo	
  

cavernoso	
  in	
  vitro	
  a	
  estímulos	
  contráteis	
  e	
  estímulos	
  relaxantes.	
  

Investigar	
   as	
   alterações	
   morfológicas	
   nos	
   corpos	
   cavernosos	
   dos	
   camundogos	
  

castrados.	
  

Avaliar	
   a	
   expressão	
  protéica	
   (Imunoistoquímica/	
  Western	
  blot)	
  de	
  proteínas	
  das	
  

vias	
  acima	
  mencionadas.	
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2.	
  Material	
  e	
  Métodos	
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2.1.	
  Animais	
  

Foram	
  usados	
  camundongos	
  C57BL/6	
  pesando	
  entre	
  25	
  e	
  30	
  g	
  (8	
  a	
  12	
  semanas),	
  

provenientes	
   do	
   Centro	
   Multiinstitucional	
   de	
   Bioterismo	
   da	
   Universidade	
   Estadual	
   de	
  

Campinas	
   (CEMIB	
   -­‐	
   UNICAMP,	
   Campinas,	
   SP),	
   os	
   quais	
   ficaram	
   alojados	
   pelo	
  menos	
   por	
  

uma	
  semana	
  no	
  biotério	
  do	
  Departamento	
  de	
  Farmacologia	
  em	
  gaiolas	
  coletivas,	
  mantidos	
  

em	
  ciclo	
  claro/escuro	
  (12/12	
  h).	
  Ração	
  e	
  água	
  foram	
  fornecidas	
  ad	
  libitum.	
  Os	
  protocolos	
  

experimentais	
   foram	
   aprovados	
   pelo	
   Comitê	
   Ética	
   em	
   Experimentação	
   Animal	
   (CEEA-­‐

IB/UNICAMP)	
  em	
  01	
  de	
  agosto	
  de	
  2007.	
  

	
  

2.2.	
  Procedimento	
  cirúrgico	
  

Os	
  camundongos	
  foram	
  anestesiados	
  por	
  via	
  intraperitoneal	
  com	
  uma	
  mistura	
  de	
  

cetamina	
   (87	
   mg/kg)	
   e	
   xilazina	
   (13	
   mg/kg).	
   A	
   castração	
   cirúrgica	
   foi	
   executada	
   em	
  

condições	
   assépticas	
   sob	
   anestesia	
   dos	
   animais	
   como	
   descrito	
   por	
   Palese	
   (47).	
   Foi	
   feita	
  

uma	
  incisão	
  ao	
  longo	
  da	
  linha	
  média	
  do	
  escroto,	
  de	
  modo	
  a	
  permitir	
  o	
  acesso	
  bilateral	
  ao	
  

conteúdo	
   hemiescrotal.	
   O	
   cordão	
   espermático	
   foi	
   amarrado	
   e	
   isolado	
   para	
   remoção	
   dos	
  

testículos.	
  Finalmente,	
  o	
  escroto	
  foi	
  suturado	
  e	
  os	
  camundongos	
  alocados	
  em	
  gaiolas	
  após	
  

recuperação	
  da	
  anestesia.	
  Após	
  o	
  tratamento,	
  os	
  animais	
  foram	
  utilizados	
  para	
  a	
  execução	
  

dos	
  protocolos	
  experimentais.	
  

	
  

2.3.	
  Ensaios	
  funcionais	
  

Os	
  animais,	
  quatro	
  semanas	
  após	
  a	
  castração,	
  foram	
  anestesiados	
  com	
  isoflurano	
  e	
  

exsanguinados.	
   Em	
   seguida,	
   tiveram	
   o	
   penis	
   removido	
   e	
   colocado	
   em	
   solução	
   de	
   Krebs-­‐
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Henseleit	
  (mM:	
  NaCl,	
  130;	
  NaHCO3,	
  14,9;	
  dextrose,	
  5,5;	
  KCl,	
  4,7;	
  KH2PO4,	
  1,18;	
  MgSO4.7H2O,	
  

1,17;	
  CaCl2.2H2O,	
  1,6)	
  gelada.	
  Após	
  a	
  remoção	
  da	
  veia	
  dorsal,	
  uretra,	
   tecidos	
  conectivos	
  e	
  

glande	
   peniana,	
   dois	
   segmentos	
   de	
   corpo	
   cavernosos	
   foram	
   obtidos	
   de	
   cada	
   animal.	
   Os	
  

tecidos	
   foram	
   montados	
   em	
   banhos	
   para	
   órgão	
   isolados	
   (10	
   mL)	
   preenchidos	
   com	
   a	
  

solução	
   Krebs-­‐Henseleit,	
   continuamente	
   aerada	
   com	
   O2:CO2	
   (95:5%)	
   e	
   mantida	
   a	
  

temperatura	
   de	
   37°C	
   (ph7,4),	
   sendo	
   suspensos	
   entre	
   um	
   transdutor	
   de	
   força	
   e	
   uma	
  

unidade	
  fixa.	
  A	
  tensão	
  aplicada	
  aos	
  tecidos	
  (4,0-­‐5,0	
  mN)	
  foi	
  periodicamente	
  ajustada	
  até	
  a	
  

estabilização	
   (~60min),	
   os	
   ensaios	
   sempre	
   foram	
   realizados	
   comparando	
   os	
   animais	
  

castrados	
   com	
   o	
   grupo	
   controle.	
   Após	
   o	
   período	
   de	
   estabilização	
   foram	
   realizados	
   os	
  

ensaios	
  a	
  seguir	
  e,	
  ao final de cada experimento, os segmentos foram pesados para corrigir os 

resultados pelo peso úmido de tecido (mN/mg).	
  

	
  

a. Resposta	
   contrátil	
   à	
   fenilefrina	
   (10nM-­‐100μM),	
   na	
   ausência	
   ou	
  presença	
  de	
  L-­‐NAME	
  

(100μM).	
  

b. Resposta	
   contrátil	
   à	
   fenilefrina	
   (10nM-­‐100μM),	
   na	
   ausência	
   ou	
  presença	
  do	
  HA1077	
  

(10μM).	
  

c. Resposta	
  contrátil	
  à	
  estimulação	
  elétrica.	
  A	
  estimulação	
  elétrica	
  foi	
  induzida	
  através	
  de	
  

um	
  estimulador	
  Grass	
  S88	
  (Astro-­‐Med	
  Industrial	
  Park,	
  EUA),	
  pela	
  geração	
  de	
  pulsos	
  de	
  

1ms	
  de	
  duração	
  a	
  50V	
  em	
  frequências	
  variadas	
  (4,	
  8	
  e	
  16Hz).	
  

d. Resposta	
  relaxante	
  à	
  acetilcolina	
  (10nM-­‐10μM),	
  na	
  ausência	
  ou	
  presença	
  de	
  L-­‐NAME	
  

(100μM).	
  

e. Resposta	
   relaxante	
   ao	
   Bay	
   41-­‐2272	
   (1nM-­‐30μM)	
   na	
   ausência	
   ou	
   presença	
   de	
   ODQ	
  

(10μM).	
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f. Resposta	
  relaxante	
  ao	
  SNP	
  (10nM-­‐10μM)	
  na	
  ausência	
  ou	
  presença	
  de	
  ODQ	
  (10μM).	
  

g. Resposta	
  relaxante	
  ao	
  HA1077	
  (10nM-­‐10μM).	
  

	
  

2.4.	
  Análise	
  macroscópica,	
  histológica	
  e	
  imunoistoquímica	
  

Exame	
   macroscópico	
   (da	
   oitava	
   a	
   quadragésima	
   semana	
   de	
   vida	
   dos	
   animais)	
   e	
  

processamento	
   histológico:	
   após	
   a	
   eutanásia	
   dos	
   animais,	
   seus	
   pênis	
   foram	
   retirados	
  

cirurgicamente	
   e	
   fixados	
   em	
   formalina	
   10%	
   tamponada,	
   por	
   24h.	
   Em	
   seguida,	
   os	
   pênis	
  

foram	
   mensurados	
   em	
   3	
   dimensões,	
   seccionados	
   e	
   enviados	
   para	
   processamento	
  

histológico	
   de	
   rotina	
   em	
   autotécnico,	
   para	
   obtenção	
   dos	
   blocos	
   de	
   parafina.	
   Cortes	
  

histológicos	
   de	
   4μm	
   feitos	
   a	
   partir	
   destes	
   blocos	
   foram	
   corados	
   através	
   da	
   técnica	
   do	
  

tricrômico	
   de	
   Masson,	
   para	
   análise	
   morfológica	
   preliminar	
   e	
   cálculo	
   de	
   algumas	
   das	
  

variáveis	
  morfométricas.	
  

	
  

Técnica	
  imunoistoquímica	
  para	
  musculatura	
  lisa:	
  cortes	
  histológicos	
  de	
  4μm	
  feitos	
  

a	
   partir	
   dos	
   blocos	
   de	
   parafina	
   contendo	
   os	
   segmentos	
   penianos	
   foram	
   colocados	
   em	
  

lâminas	
   previamente	
   lavadas,	
   desengorduradas	
   e	
   tratadas	
   em	
   solução	
   de	
   organosilano	
   a	
  

25%	
  em	
  acetona	
   (3-­‐ainopropil-­‐trietoxi-­‐silano,	
   Sigma	
  Chemical	
  Co.,	
   St.	
   Louis,	
  MO,	
  Estados	
  

Unidos	
   da	
  América;	
   cod.	
   A3648).	
   As	
   secções	
   foram	
  desparafinizadas	
   em	
  banhos	
   de	
   xilol,	
  

hidratadas	
   em	
   álcool	
   etílico	
   nas	
   concentrações	
   decrescentes	
   de	
   100%,	
   80%	
   e	
   50%	
   e	
  

lavadas	
  em	
  água	
   corrente	
  e	
  destilada.	
  A	
  atividade	
  da	
  peroxidase	
  endógena	
   foi	
  bloqueada	
  

por	
  meio	
  de	
   três	
  banhos	
  de	
  H2O2	
   a	
  10	
  volumes	
  cada	
  um,	
   com	
  duração	
  de	
  cinco	
  minutos,	
  

seguidos	
  de	
  lavagens	
  em	
  PBS.	
  Para	
  recuperação	
  antigênica,	
  foi	
  utilizada	
  uma	
  panela	
  a	
  vapor	
  

T-­‐fall.	
  No	
  interior	
  dessa,	
  as	
  lâminas	
  foram	
  imersas	
  em	
  tampão	
  citrato	
  de	
  sódio,	
  em	
  pH	
  6,0	
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durante	
   30	
   minutos	
   a	
   95oC	
   e,	
   a	
   seguir,	
   lavadas	
   em	
   água	
   corrente.	
   Foi	
   pesquisado	
   um	
  

marcador	
   de	
   musculatura	
   lisa,	
   através	
   do	
   anticorpo	
   primário	
   específico	
   anti-­‐actina	
   de	
  

músculo	
   liso	
   (clone	
   1A4,	
   DAKOCYTOMATION,	
   Carpenteria,	
   Califórnia,	
   Estados	
   Unidos	
   da	
  

América;	
  diluição:	
  1:50).	
  Este	
  anticorpo	
   foi	
  gotejado	
  sobre	
  o	
  corte	
  histológico	
  na	
  diluição	
  

adequada	
   e	
   incubado	
  durante	
  o	
  dia,	
   por	
  2	
  horas	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   (24ºC).	
  Após	
   a	
  

incubação,	
  as	
  lâminas	
  foram	
  lavadas	
  três	
  vezes	
  em	
  PBS,	
  sob	
  agitação,	
  secadas	
  e	
  incubadas	
  

com	
   o	
   sistema	
   de	
   revelação	
   baseado	
   em	
   polímero	
   Advance®	
   (DAKOCYTOMATION,	
  

Carpenteria,	
   Califórnia,	
   Estados	
  Unidos	
   da	
   América)	
   por	
   uma	
   hora	
   a	
   37o	
   C.	
   Terminada	
   a	
  

incubação,	
  foram	
  realizadas	
  três	
  lavagens	
  em	
  PBS,	
  sob	
  agitação.	
  Para	
  a	
  revelação	
  da	
  reação	
  

foi	
   utilizado	
   um	
   substrato	
   cromogênico	
   -­‐	
   a	
   solução	
   DAB	
   (tetraidrocloreto	
   de	
   3-­‐3'-­‐

diaminobenzidina,	
   Sigma	
   Chemical	
   Co.,	
   St.	
   Louis,	
   MO,	
   Estados	
   Unidos	
   da	
   América)	
   na	
  

proporção	
   de	
   0,06g	
   para	
   100mL	
   de	
   PBS-­‐,	
   500μl	
   de	
   H2O2	
   a	
   20	
   volumes	
   e	
   1mL	
   de	
   DMSO	
  

(Sigma	
  Chemical	
  Co.,	
  St.	
  Louis,	
  MO,	
  Estados	
  Unidos	
  da	
  América),	
  por	
  cinco	
  minutos	
  a	
  37oC.	
  

O	
  material	
  foi,	
  então,	
  lavado	
  em	
  água	
  corrente	
  e	
  contracorado	
  com	
  hematoxilina	
  de	
  Mayer	
  

durante	
   30	
   a	
   60	
   segundos.	
   Em	
   seguida,	
   as	
   lâminas	
   foram	
   desidratadas	
   e	
   montadas	
   em	
  

lamínulas	
   e	
   resina	
   Entellan®	
   (Merck,	
   Dermstad,	
   Alemanha).	
   Secções	
   seriadas	
   de	
   pênis	
  

murino,	
   não	
   incubadas	
   com	
   o	
   anticorpo	
   primário,	
   foram	
   utilizadas	
   como	
   controles	
  

negativos.	
   Além	
   disso,	
   secções	
   histológicas	
   de	
   intestino	
   murino	
   contendo	
   estruturas	
  

sabidamente	
  positivas	
  para	
  o	
  marcador	
  acima	
  mencionado	
  foram	
  utilizadas	
  como	
  controles	
  

positivos	
  a	
  cada	
  bateria	
  de	
  coloração.	
  

Análise	
  de	
   imagem:	
   os	
   preparados	
   imunoistoquímicos	
   foram	
   avaliados	
   utilizando	
  

um	
  microscópio	
  Leica	
  DM	
  5000B	
  de	
   campo	
   claro	
   (Leica,	
  Wetzlar,	
  Alemanha),	
   acoplado	
  a	
  

uma	
   câmera	
   digital	
   (sensor	
   CCD)	
   Leica	
  DFC	
   300,	
   colorida,	
   de	
   alta	
   definição	
   (12Mpixels).	
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Foram	
  capturadas	
  3	
  imagens	
  por	
  animal,	
  utilizando	
  as	
  objetivas	
  de	
  4X	
  ou	
  10X,	
  dependendo	
  

da	
  variável	
  morfométrica	
  alvo	
  da	
  análise.	
  

Variáveis	
   de	
   análise	
   morfométrica.	
   Para	
   a	
   análise	
   morfométrica,	
   foi	
   utilizado	
   o	
  

programa	
  de	
  análise	
  de	
  imagem	
  ImageJ	
  versão	
  1.41	
  (NIH,	
  EUA)	
  que	
  permite	
  a	
  segmentação	
  

manual	
   e	
   semi-­‐automática	
   de	
   estruturas	
   histológicas	
   imunocoradas,	
   bem	
   como	
   sua	
  

mensuração	
  automática.	
  Foram	
  analisadas	
  as	
  seguintes	
  variáveis	
  morfométricas:	
  

a. Comprimento	
   peniano:	
   comprimento	
   peniano	
   mensurado	
   durante	
   o	
   exame	
  

macroscópico	
  em	
  mm.	
  

b. Área	
  de	
   secção	
  peniana:	
   área	
  de	
   secção	
  peniana	
  mensurada	
  através	
  do	
  programa	
  de	
  

análise	
  de	
  imagem	
  em	
  mm2.	
  

c. Volume	
  peniano:	
   volume	
  peniano	
  estimado,	
  obtido	
  através	
  da	
   formula:	
  VP=	
  CP	
  x	
  AP	
  

mm3	
  

d. Área	
   de	
   secção	
   de	
   corpos	
   cavernosos:	
   área	
   de	
   secção	
   dos	
   corpos	
   cavernosos	
  

mensurada	
  através	
  do	
  programa	
  de	
  análise	
  de	
  imagem	
  em	
  mm2.	
  

e. Fração	
   de	
   musculatura	
   lisa:	
   fração	
   de	
   musculatura	
   lisa	
   dos	
   corpos	
   cavernosos	
  

mensurada	
  através	
  do	
  programa	
  de	
  análise	
  de	
  imagem.	
  

f. Fração	
   de	
   tecido	
   colágeno:	
   fração	
   de	
   tecido	
   conjuntivo	
   não	
   muscular	
   dos	
   corpos	
  

cavernosos	
  mensurada	
  através	
  do	
  programa	
  de	
  análise	
  de	
  imagem.	
  

g. Fração	
   de	
   lúmen	
   sinusoidal:	
   fração	
   de	
   tecido	
   dos	
   corpos	
   cavernosos	
   ocupada	
   por	
  

lúmen	
  vascular	
  sinusoidal,	
  mensurada	
  através	
  do	
  programa	
  de	
  análise	
  de	
  imagem.	
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2.5.	
  Western	
  Blot	
  

Os	
   tecidos	
   dos	
   diferentes	
   grupos	
   foram	
   homogeneizados	
   em	
   tampão	
   de	
   lise	
  

contendo	
   40	
   mM	
   HEPES,	
   1%	
   Triton	
   X-­‐100,	
   10%	
   glicerol,	
   1	
   mM	
   Na3VO4	
   e	
   1	
   mM	
  

fenilmetilsulfonil	
   fluoreto	
   durante	
   30	
   min	
   em	
   gelo.	
   As	
   amostras	
   foram	
   centrifugadas	
   a	
  

10.000g	
  e	
  o	
  sobrenadante	
  coletado.	
  A	
  concentração	
  de	
  proteínas	
  solúveis	
  foi	
  determinada	
  

usando	
   kits	
   de	
   ensaios	
   de	
   proteína	
   que	
   utilizam	
   a	
   albumina	
   sérica	
   bovina	
   (BSA).	
   Uma	
  

alíquota	
   de	
   40µg	
   de	
   proteína	
   de	
   cada	
   amostra	
   foram	
   separadas	
   em	
   gel	
   de	
   SDS-­‐

poliacrilamida	
  (SDS-­‐PAGE)	
  e	
  transferidas	
  para	
  membranas	
  de	
  nitrocelulose.	
  As	
  membranas	
  

foram	
  bloqueadas	
  pelo	
  tratamento	
  com	
  5%	
  leite	
  desnatado	
  em	
  TBS	
  contendo	
  0,05%	
  tween	
  

20,	
  incubadas	
  com	
  anticorpos	
  primários	
  (alfa	
  guanilil	
  ciclase	
  e	
  beta	
  guanilil	
  ciclase	
  –	
  abcam;	
  

PDE5	
  e	
  alfa	
  actina	
  –	
  Cell	
   Signaling)	
  e,	
   subsequentemente,	
   foram	
   tratadas	
   com	
  os	
  devidos	
  

anticorpos	
   secundários	
   e	
   visualizada	
   utilizando-­‐se	
   um	
   kit	
   de	
   detecção	
   de	
  

quimioluminescência	
   (Cell	
   Signaling).	
   Os	
   resultados	
   foram	
   obtidos	
   como	
   a	
   razão	
  

densitométrica	
  da	
  proteína	
  de	
  interesse/alfa-­‐actina.	
  

	
  

2.6.	
  Doseamento	
  de	
  testosterona	
  

Os	
   animais	
   (n=6),	
   quatro	
   semanas	
   após	
   a	
   castração,	
   foram	
   anestesiados	
   com	
  

isoflurano	
   e	
   1,0mL	
   de	
   sangue	
   foi	
   coletado	
   com	
   seringas	
   contendo	
   10µL	
   de	
   heparina	
  

(5000UI).	
  O	
  sangue	
  foi	
  centrifugado	
  e	
  o	
  plasma	
  utilizado	
  para	
  a	
  dosagem	
  da	
  testosterone	
  

por	
  kit	
  de	
  Elisa	
  (Neogen	
  -­‐	
  #402510),	
  conforme	
  instruções	
  do	
  fabricante.	
  

Em	
  tubos	
  contendo	
  100µL	
  de	
  plasma	
  foi	
  adicionado	
  1,0mL	
  de	
  éter	
  etílico	
  e	
  agitado	
  

por	
  30	
  segundos.	
  Após	
  a	
  separação	
  das	
  fases,	
  o	
  éter	
  etílico	
  foi	
  evaporado	
  em	
  N2	
  e	
  o	
  resíduo	
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foi	
   dissolvido	
   em	
   100µL	
   de	
   tampão	
   extrator	
   (fornecido	
   no	
   kit)	
   em	
   seguida,	
   10µL	
   dessa	
  

solução	
  foram	
  diluidos	
  em	
  990µL	
  de	
  tampão	
  extrator.	
  50µL	
  dessa	
  diluição	
  foram	
  pipetados,	
  

em	
   triplicata,	
   na	
   placa.	
   Em	
   seguida,	
   50µL	
   da	
   solução	
   enzimática	
   foi	
   adicionado	
   em	
   cada	
  

poço	
  e	
  a	
  placa	
  foi	
  deixada	
  em	
  agitador	
  por	
  30	
  minutos.	
  Após	
  a	
  incubação	
  a	
  placa	
  foi	
  lavada	
  

com	
  tampão	
  de	
  lavagem	
  (300µL/	
  poço)	
  por	
  3	
  vezes.	
  150µL	
  de	
  substrato	
  foi	
  adicionado	
  em	
  

cada	
  poço	
  e	
  incubado	
  sob	
  agitação	
  por	
  30	
  minutos	
  e	
  procedida	
  a	
  leitura	
  a	
  650nM	
  e	
  490nM	
  

(conforme	
   recomendação	
   do	
   fabricante)	
   em	
   leitor	
   de	
   placa	
   Synergy	
   H1	
   Hybrid	
   Reader	
  

(Biotek,	
  software	
  Gen5).	
  O	
  resultado	
  foi	
  expresso	
  em	
  ng/mL	
  de	
  sague.	
  

	
  

2.7.	
  Análise	
  estastística	
  

Valores	
   experimentais	
   de	
   contração	
   foram	
   calculados	
   em	
   relação	
   à	
   contração	
  

produzida	
   pela	
   fenilefrina	
   ou	
   estimulação	
   elétrica,	
   sendo	
   posteriormente	
   dividido	
   pelo	
  

peso	
  úmido	
  de	
  tecido	
  e	
  expresso	
  em	
  mili	
  Newton	
  por	
  miligrama	
  (mN/mg).	
  Os	
  valores	
  de	
  

relaxamento	
   foram	
  calculados	
  por	
   subtração	
  a	
  paritr	
  da	
   contração	
   induzida	
   inicialmente,	
  

pela	
   fenilefrina,	
   sendo	
   posteriormente	
   dividido	
   pelo	
   peso	
   úmido	
   de	
   tecido	
   e,	
   também,	
  

expresso	
  em	
  (mN/mg).	
  

O	
   logarítmo	
   negativo	
   da	
   EC50	
   (pEC50)	
   e	
   a	
   resposta	
   máxima	
   (emax)	
   foram	
  

calculados	
  utilizando-­‐se	
  o	
  programa	
  GraphPad	
  Prism.	
  Os	
  resultados	
  foram	
  expressos	
  como	
  

média	
   ±	
   erro	
   padrão	
   das	
   médias.	
   Análise	
   de	
   variância	
   (ANOVA)	
   foi	
   utilizada	
   para	
  

comparações	
   múltiplas	
   de	
   variáveis	
   independentes,	
   seguida	
   pelo	
   teste	
   de	
   Bonferroni,	
  

utilizando	
  o	
  programa	
  InStat	
  (GraphPad	
  Software).	
  Valores	
  de	
  p<0,05	
  foram	
  considerados	
  

significativos.	
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3.	
  Resultados	
  







	
   53	
  

	
  

Tabela	
   2.	
   Valores	
   de	
   potência	
   (pEC50)	
   e	
   resposta	
   máxima	
   (Emax)	
   ao	
   agonista	
   alfa1	
  

adrenérgico	
  fenilefrina	
  na	
  presença	
  e	
  ausência	
  do	
  inibidor	
  de	
  Rho-­‐cinase	
  HA1077	
  em	
  corpo	
  

cavernoso	
  de	
  camundongos	
  C57bl/6.	
  

	
  

	
  
pEC50	
  

Emax	
  

(mN/mg	
  de	
  tecido	
  únido)	
  

	
   Controle	
   Castrado	
   Controle	
   Castrado	
  

Sem	
  inibidor	
   5,301±0,200	
   6,533±0.330	
   0,098±0.013	
   0,164±0.017	
  

HA1077	
   5,544±0.110	
   5,757±0.170***	
   0,098±0.007	
   0,111±0.010##	
  

Dados	
   representam	
   média	
   ±	
   erro	
   padrão	
   média,	
   n=6	
   animais.	
   ***:	
   p<0,001;	
   ##:	
   p<0.01,	
  
comparados	
  ao	
  castrado	
  na	
  ausência	
  do	
  inibidor.	
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Tabela	
  4.	
  Valores	
  de	
  potência	
  (pEC50)	
  e	
  resposta	
  máxima	
  (Emax)	
  aos	
  ativadores	
  da	
  via	
  óxido	
  

nítrico-­‐GMPcíclico-­‐PDE5,	
  BAY	
  41-­‐2272	
  (ativador	
  de	
  guanilil	
  ciclase,	
  independente	
  de	
  NO)	
  e	
  

SNP	
  (doador	
  de	
  NO)	
  em	
  corpo	
  cavernoso	
  de	
  camundongos	
  C57bl/6.	
  

	
  

	
  
pEC50	
  

Emax	
  

(mN/mg	
  de	
  tecido	
  únido)	
  

	
   Controle	
   Castrado	
   Controle	
   Castrado	
  

BAY	
  41-­‐2272	
   -­‐6,126±0,178	
   -­‐5,378±0,081***	
   -­‐0,112±0,011	
   -­‐0,064±0,002***	
  

SNP	
   -­‐6,303±0,181	
   -­‐6,143±0,131	
   -­‐0,050±0,004	
   -­‐0,064±0,004	
  

Dados	
  representam	
  média	
  ±	
  erro	
  padrão	
  média,	
  n=4	
  animais,	
  ***p<0,001.	
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Tabela	
  5.	
  Valores	
  de	
  potência	
  (pEC50)	
  e	
  resposta	
  máxima	
  (Emax)	
  ao	
  inibidor	
  de	
  Rho-­‐cinase	
  

HA1077	
  em	
  corpo	
  cavernoso	
  de	
  camundongos	
  C57bl/6.	
  

	
  

pEC50	
  
Emax	
  

(mN/mg	
  de	
  tecido	
  únido)	
  

Controle	
   Castrado	
   Controle	
   Castrado	
  

6,867	
  ±	
  0,070	
   5,863	
  ±	
  0,060***	
   0,058	
  ±	
  0,001	
   0.141	
  ±	
  0,005***	
  

Dados	
  representam	
  média	
  ±	
  erro	
  padrão	
  média,	
  n=4	
  animais.	
  ***:	
  p<0,001.	
  
	
  

	
  

3.6.	
  Análise	
  macroscópica	
  e	
  histológica	
  

A	
  análise	
  macroscópica	
  mostra	
  que	
  o	
  comprimento	
  do	
  pênis	
  nos	
  animais	
  controle	
  

aumenta	
   em	
  média	
  33%	
  da	
  oitava	
   (CTL0)	
   até	
   a	
   trigésima	
   segunda	
   (CTL24w)	
   semana	
  de	
  

vida	
  enquanto	
  que,	
  esse	
  crescimento,	
  é	
  de	
  cerca	
  de	
  2,5%	
  nos	
  animais	
  castrados,	
   também	
  

comparados	
  ao	
  CTL0,	
  e	
  esse	
  crescimento	
  acontecendo	
  apenas	
  até	
  a	
  décima	
  sexta	
  semana	
  

de	
   vida	
   (CAS8w)	
   e,	
   regride	
   5%	
   até	
   a	
   quadragésima	
   semana	
   (CAS32w).	
   Nesse	
   mesmo	
  

período	
   a	
   área	
   do	
   pênis	
   no	
   grupo	
   controle	
   aumenta	
   40%	
  e	
   nos	
   animais	
   castrados	
   reduz	
  

13%.	
  O	
   volume	
  do	
  pênis	
   aumenta	
   80%	
  no	
   controle	
   e	
   reduz	
   24%	
  no	
   castrado.	
   Com	
  base	
  

nesses	
   resultados	
   podemos	
   dizer	
   que	
   a	
   castração	
   induz	
   um	
   estado	
   de	
   hipoplasia	
   nos	
  

camundongos	
   nas	
   oito	
   semanas	
   subsequentes	
   à	
   castração,	
   passando	
   para	
   um	
   estado	
   de	
  

atrofia	
  a	
  partir	
  de	
  então	
  (figura	
  10).	
  

Já	
  nas	
  análises	
  microscópicas,	
  os	
  animais	
  castrados	
  apresentaram	
  redução	
  de	
  7%	
  

na	
  área	
  dos	
  corpos	
  cavernosos	
  e	
  o	
  grupo	
  controle,	
  por	
  outro	
  lado,	
  teve	
  um	
  ganho	
  de	
  78%,	
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ambos	
  comparados	
  ao	
  CTL0.	
  A	
  porção	
  de	
  musculatura	
  lisa	
  está	
  30%	
  diminuida	
  nos	
  animais	
  

castrados	
  e	
  55%	
  maior	
  no	
  grupo	
  controle	
  e,	
  não	
  houve	
  alteração	
  na	
  matriz	
  colágena.	
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3.7.	
  Análise	
  imunoistoquímica	
  e	
  Western	
  Blot	
  

Analisadas	
  por	
  imunoistoquímica	
  (n=6),	
  a	
  imunoexpressão	
  de	
  óxido	
  nítrico	
  sintase	
  

neuronal	
   foi	
   semelhante	
   para	
   CAS4w	
   e	
   CTL4w	
   enquanto	
   que	
   a	
   óxido	
   nítrico	
   sintase	
  

endotelial,	
   a	
   fosfodiesterase	
   5	
   e	
   a	
   guanilil	
   ciclase	
   estão	
   reduzidas	
   nos	
   camundongos	
  

castrados	
  (CAS4w),	
  Figura	
  11.	
  A	
  diminuição	
  da	
  expressão	
  protéica	
  da	
  fosfodiesterase	
  5	
  e	
  da	
  

guanilil	
  ciclase	
  foram	
  observadas	
  também	
  nas	
  análises	
  por	
  western	
  blot.	
  

	
  

3.8.	
  Doseamento	
  de	
  testosterona	
  

Os	
  animais	
  castrados,	
  quarto	
  semanas	
  após	
  a	
  orquiectomia,	
  apresentam	
  cerca	
  de	
  

6%	
   da	
   testosterona	
   encontrada	
   nos	
   animais	
   controle	
   (controle=	
   0,108±0,033;	
   castrado=	
  

0,007±0,003,	
  n=6,	
  ng/mL)	
  que	
  foi	
  tomada	
  como	
  100%	
  para	
  a	
  execução	
  do	
  cálculo.	
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4.	
  Discussão	
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Neste	
   trabalho	
   demonstramos	
   que	
   a	
   castração	
   cirúrgica,	
   limitando	
   o	
   nível	
   de	
  

testosterona	
   ao	
   que	
   é	
   produzido	
   pelas	
   glândulas	
   adrenais	
   (cerca	
   de	
   6%	
   do	
   que	
   foi	
  

encontrado	
  nos	
  animais	
  controle),	
  aumenta	
  a	
  sensibilidade	
  da	
  musculatura	
  lisa	
  cavernosa	
  a	
  

mecanismos	
   contraturantes,	
   além	
   de	
   reduzir	
   a	
   resposta	
   ao	
   mecanismo	
   de	
   relaxamento	
  

mediado	
   pela	
   via	
   óxido	
   nítrico-­‐GMPcíclico-­‐PDE5.	
   Essa	
   redução	
   abrupta	
   de	
   testosterona	
  

também	
  promove	
  mudanças	
  na	
  morfologia	
  peniana,	
  perda	
  de	
  musculatura	
  lisa	
  e	
  estriada,	
  

aumento	
  de	
  tecido	
  adiposo	
  e	
  reduz	
  a	
  expressão	
  de	
  proteínas	
  essenciais	
  para	
  manutenção	
  

do	
  funcionamento	
  do	
  mecanismo	
  de	
  ereção	
  como	
  a	
  eNOS	
  e,	
  demonstrado	
  pela	
  primeira	
  vez,	
  

também	
  a	
  guanilil	
  ciclase.	
  

Estudos	
   mostram	
   que	
   a	
   resposta	
   a	
   agonistas	
   adrenérgicos	
   está	
   aumentada	
   no	
  

corpo	
   cavernoso	
  de	
   ratos	
   castrados	
   (43,	
   48)	
   corroborando	
  os	
   resultados	
   encontrados	
  na	
  

curva	
  dose-­‐efeito	
  à	
  fenilefrina	
  e	
  também	
  com	
  o	
  aumento	
  da	
  contração	
  neurogênica	
  avaliada	
  

através	
   de	
   estimulação	
   elétrica,	
   onde,	
   esta	
   também	
   evoca	
   ativação	
   de	
   receptores	
   alfa1	
  

adrenérgicos.	
   Em	
   parte	
   esse	
   aumento	
   esta	
   relacionado	
   a	
   uma	
   up-­‐regulation	
   na	
   via	
   da	
  

RhoA/Rho-­‐cinase	
  pois,	
  o	
  inibidor	
  de	
  Rho-­‐cinase,	
  HA1077,	
  causou	
  uma	
  diminuição	
  no	
  efeito	
  

contraturante	
   da	
   fenilefrina	
   nos	
   animais	
   castrados	
   sem	
  promover	
   qualquer	
   diferença	
   na	
  

resposta	
  do	
  grupo	
  controle.	
  Lin	
  e	
  colaboradores	
  demonstram	
  um	
  aumento	
  do	
  mecanismo	
  

contraturante	
  mediado	
   pela	
   via	
   RhoA/Rho-­‐cinase	
   nos	
   animais	
   castrados,	
   sendo	
   esta	
   via	
  

responsável	
   pela	
   manutenção	
   do	
   tônus	
   muscular	
   no	
   estágio	
   de	
   flacidez	
   peniana	
   (46).	
   É	
  

sabido	
  que	
  o	
  tecido	
  cavernoso	
  de	
  ratos,	
  coelhos	
  e	
  humanos	
  expressam	
  RhoA	
  e	
  Rho-­‐kinase	
  

(isoformas	
  ROKa	
  e	
  ROKb)	
  (49-­‐51).	
  O	
  papel	
  da	
  Rho-­‐cinase	
  na	
  regulação	
  do	
  tonus	
  de	
  músculo	
  

liso	
   foi	
   elucidado	
   in	
   vitro	
  e	
   in	
   vivo	
   utilizando-­‐se	
   inibidores	
   específicos	
   desta	
   enzima,	
   tais	
  

como	
   fasudil	
   (HA1077)	
   e	
   (R)-­‐(+)-­‐trans-­‐N-­‐(4-­‐piridil)-­‐4-­‐(1-­‐aminoetil)-­‐
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ciclohexanecarboxamida	
  (Y-­‐27632).	
  Estes	
  compostos	
  ocupam	
  o	
  sítio	
  ligante	
  para	
  o	
  ATP	
  na	
  

ensima	
   Rho-­‐cinase	
   e,	
   portanto,	
   previnem	
   a	
   fosforilação	
   e	
   inativação	
   da	
   MLCP	
   (52,	
   53)	
  

evitando	
  assim	
  a	
  manutenção	
  da	
  contração	
  na	
  musculatura	
  lisa.	
  

A	
   administração	
   intracavernosa	
  de	
  Y-­‐27632	
   em	
  pênis	
   de	
   rato	
   causa	
   aumento	
  da	
  

pressão	
   intracavernosa	
   de	
   forma	
   independente	
   de	
   NO	
   (54).	
   A	
   potente	
   atividade	
  

vasoconstritora	
   observada	
   após	
   administração	
   intracavernosa	
   de	
   metoxamina	
   (agonista	
  

a1-­‐AR)	
  ou	
  endotelina-­‐1	
  é	
   inibida	
  pelo	
   tratamento	
  prévio	
   com	
  Y-­‐27632	
   (49),	
   sustentando	
  

que	
  o	
  sistema	
  RhoA/Rho-­‐cinase	
  regula	
  a	
  vasoconstrição	
  peniana,	
  essa	
  hipótese	
  corrobora	
  a	
  

de	
  outros	
  trabalhos	
  publicados	
  (45,	
  51-­‐59).	
  

Os	
  mecanismos	
  que	
  regulam	
  o	
  relaxamento	
  da	
  musculatura	
  lisa	
  cavernosa	
  também	
  

se	
  encontram	
  afetados,	
  pela	
  ausência	
  ou	
  diminuição	
  de	
  testosterona.	
  Foi	
  demonstrado	
  por	
  

trabalhos	
  anteriores	
  que	
  a	
  testosterona	
  regula	
  a	
  expressão	
  e	
  a	
  atividade	
  de	
  PDE5	
  (42,	
  60,	
  

61)	
  e	
  por	
  isso	
  a	
  castração	
  reduz	
  a	
  resposta	
  ao	
  tadalafil	
  (42),	
  entretanto,	
  caso	
  essa	
  redução	
  

de	
   PDE5	
   ocorra,	
   o	
   que	
   poderia	
   se	
   esperar	
   como	
   consequência	
   seria	
   priapismo	
   já	
   que	
   a	
  

PDE5	
  é	
  pró-­‐contraturante.	
  Yang	
  e	
  colaboradores	
  rebatem	
  essas	
  afirmações	
  e	
  afirmam	
  que	
  a	
  

testosterona	
  não	
  controla	
  a	
  expressão	
  e/ou	
  a	
  atividade	
  da	
  PDE5	
  mas,	
  sim,	
  o	
  crescimento	
  e	
  

manutenção	
   da	
   musculatura	
   lisa	
   uma	
   vez	
   que,	
   segundo	
   eles,	
   ao	
   corrigir	
   os	
   dados	
   de	
  

expressão	
  da	
  PDE5	
  pelos	
  de	
  alfa-­‐actina	
  e	
  beta-­‐tubilina,	
  não	
  há	
  diferença	
  entre	
  os	
  animais	
  

castrados	
  e	
  o	
  controle	
  (ou	
  castrados+testosterona)	
  (42).	
  

Em	
   nosso	
   trabalho,	
   verificamos,	
   além	
   da	
   diminuição	
   de	
   PDE5,	
   também,	
   a	
  

diminuição	
   da	
   guanilil	
   ciclase.	
   Este	
   fato	
   não	
   foi	
  mencionado	
   por	
   nenhum	
  desses	
   autores	
  

mas	
  pode,	
   também,	
  estar	
  relacionado	
  à	
  perda	
  de	
  musculatura	
   lisa.	
  Com	
  isso	
  é	
  plausível	
  a	
  

resposta	
  reduzida	
  ao	
  Bay	
  41-­‐2272,	
  em	
  corpo	
  cavernoso	
  de	
  camundongos	
  castrado,	
  embora	
  

o	
  mesmo	
  não	
  ocorra	
   com	
  o	
   SNP	
   restando	
   como	
  explicação,	
   a	
  maior	
  potência	
  do	
   SNP	
  em	
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relação	
   ao	
   Bay	
   41-­‐2272.	
   A	
   esse	
   respeito,	
   existem	
   trabalhos	
   demonstrando	
   que	
   o	
   SNP	
  

responde	
   de	
   forma	
   semelhante	
   em	
   animais	
   castrados	
   e	
   não	
   castrados	
   assim	
   como,	
  

mostrando	
  que	
  a	
  resposta	
  foi	
  reduzida,	
  ou	
  ainda,	
  usado	
  concomitantemente	
  com	
  o	
  Bay	
  41-­‐

2272	
  aumenta	
  a	
  resposta	
  quando	
  comparado	
  a	
  qualquer	
  um	
  dos	
  dois	
  de	
  forma	
  isolada	
  (44,	
  

62-­‐65).	
  

O	
  resultado	
  obtido	
  para	
  o	
  relaxamento	
  à	
  acetilcolina	
  pode	
  estar	
  relacionado	
  com	
  a	
  

integridade	
  do	
  endotelio	
  pois,	
  via	
  endotelio	
  a	
  ACh	
  relaxa	
  a	
  musculatura	
  lisa	
  cavernosa	
  e,	
  na	
  

ausência	
  do	
  mesmo	
  o	
  efeito	
  é	
  o	
  oposto.	
  Como	
  demonstrado,	
  nas	
  concentrações	
  maiores	
  a	
  

ACh	
   induziu	
   contração	
   nos	
   animais	
   castrados,	
   por	
   outro	
   lado,	
   o	
   inibidor	
   de	
   Rho-­‐cinase	
  

promoveu	
   uma	
   relaxamento	
   extremamente	
   maior	
   nesses	
   animais.	
   Outro	
   fato	
   que	
  

corrobora	
   essa	
   hipotese	
   é	
   a	
   diminuição	
   de	
   eNOS	
   encontrada	
   nas	
   análises	
  

imunoistoquímicas	
   realizadas	
   e,	
   também,	
   os	
   resultados	
   publicados	
   por	
   Priviero	
   e	
  

colaboradores	
   e	
   Jin	
   e	
   colaboradores,	
   demonstrando	
   a	
   diminuição	
   do	
   efeito	
   relaxante	
  

induzido	
   por	
   inibidores	
   de	
   Rho-­‐cinase	
   em	
   camundongos	
   knockout	
   [eNOS	
   (-­‐/-­‐)]	
   (45)	
   e	
   o	
  

aumento	
  da	
  atividade	
  da	
  via	
  RhoA/	
  Rho-­‐cinase	
  em	
  ratos	
   com	
   idade	
  superior	
  a	
  20	
  mêses	
  

(66).	
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5.	
  Sumário	
  e	
  conclusão	
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A	
  castração	
  cirúrgica	
  em	
  camundongos	
  adultos:	
  

	
  

⇒ Aumentou	
  a	
  resposta	
  contratil	
  à	
  fenilefrina;	
  

⇒ Não	
  altera	
  a	
  contração	
  causada	
  pela	
  fenilefrina	
  na	
  presença	
  de	
  L-­‐NAME;	
  

⇒ A	
  presença	
  de	
  HA1077	
  reduz	
  a	
  resposta	
  à	
  fenilefrina;	
  

⇒ Reduziu	
  a	
  resposta	
  à	
  acetilcolina;	
  

⇒ Aumentou	
  a	
  resposta	
  contratil	
  à	
  estimulação	
  elétrica;	
  

⇒ Não	
  alterou	
  a	
  resposta	
  ao	
  nitroprussiato	
  de	
  sódio;	
  

⇒ Reduziu	
  a	
  resposta	
  ao	
  Bay-­‐412272;	
  

⇒ Aumentou	
  a	
  resposta	
  ao	
  HA1077;	
  

⇒ Reduziu	
  o	
  tamanho	
  de	
  pênis,	
  em	
  comprimento,	
  área	
  e	
  volume;	
  

⇒ Causou	
  redução	
  na	
  musculatura	
  lisa	
  peniana;	
  

⇒ Reduziu	
  a	
  área	
  dos	
  corpos	
  cavernosos;	
  

⇒ Reduziu	
  a	
  expressão	
  das	
  enzimas	
  eNOs,	
  GCs	
  e	
  PDE5.	
  

	
  

Conclusão:	
   Os	
   dados	
  mostraram	
   que	
   a	
   redução	
   drástica	
   de	
   testosterona	
   leva	
   a	
  

disfunção	
   erétil,	
   exacerbando	
   a	
   resposta	
   aos	
   mecanismos	
   contraturantes	
   e	
   reduzindo	
   a	
  

resposta	
   aos	
  mecanismos	
   relaxantes,	
   bem	
   como,	
   uma	
   hipoplasia	
   seguida	
   por	
   hipertrofia	
  

peniana.	
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