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A disfuncdo erétil é definida como a incapacidade de alcangar ou manter ere¢ao
peniana adequada para a satisfacdo sexual, e ocorre em graus varidveis prejudicando a
qualidade de vida do homem. A disfun¢do erétil estd associada a fatores de risco como
doencas cardiovasculares, hipertensao arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
envelhecimento, tabagismo e sedentarismo. O 6xido nitrico (NO) € o principal mediador
do relaxamento do musculo liso peniano. Evidéncias clinicas e experimentais indicam
que a reducdo da disponibilidade de NO ou da reatividade ao NO enddégeno leva a
disfuncdo endotelial. Trabalhos recentes mostram que parte dos beneficios da atividade
fisica regular no sistema cardiovascular € intensificar a producao de NO e/ou expressdao
da NOS pelas células endoteliais. Dessa forma, usando o modelo de inibi¢ao cronica da
sintese de NO em ratos pelo L-NAME, investigamos os efeitos do treinamento fisico
regular na fungdo erétil de ratos. Na primeira etapa, estudamos a influéncia do
treinamento fisico na funcdo erétil de ratos sauddveis normotensos. Na segunda etapa,
estudamos a influéncia do pré-condicionamento fisico na fungdo erétil de ratos
submetidos a bloqueio cronico de NO. Na terceira etapa, avaliamos a eficicia terapéutica
da atividade fisica regular na fun¢do erétil de ratos submetidos a bloqueio cronico de NO.
Além das respostas funcionais (medidas de relaxamento de corpo cavernoso isolado e de
pressdo intracavernosa in vivo), realizamos a dosagem plasmadtica de nitrito/nitrato
(NOx). A atividade plasmadtica da super6xido dismutase (SOD), a expressdo protéica da
NO sintase neuronal (nNOS), da nitrotirosina (3-NT) e da SOD, assim como a expressao
génica da gp91phox foram analisadas no corpo cavernoso. Em ratos sedentdrios, nossos
resultados mostraram que o exercicio fisico por 8 semanas ampliou a resposta relaxante

mediada pelo NO (NaNO; acidificado), nitroprussiato de sédio (SNP) e estimulagdo
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elétrica (EFS), sem alterar a resposta contrétil em resposta a fenilefrina (PE) e endotelina-
1 (ET-1). Nos ratos com deficiéncia cronica de NO, o pré-condicionamento preveniu o
aumento da pressao arterial e amplificou o relaxamento do corpo cavernoso induzido pelo
SNP, ACh e EFS; porém, ndo alterou a resposta relaxante ao BAY 41-2272 e sildenafil.
Além disso, o pré-condicionamento normalizou a pressdo intracavernosa € 0s niveis
plasméticos de NOx. Ao avaliarmos o efeito do treinamento fisico apds instalagdo do
bloqueio cronico de NO (eficicia terapéutica), notamos que a atividade fisica atenuou a
hipertensao arterial, potencializou o relaxamento induzido pelo SNP e reverteu a reducao
do relaxamento em resposta a ACh e EFS. Além disso, normalizou a pressdao
intracavernosa e atenuou os niveis de NOx. A expressdo protéica da nNOS e da PnNOS
ndo foi alterada pela atividade fisica; porém, o aumento da nitracdo protéica (3-NT) foi
previnida pelo treinamento fisico nos animais hipertensos. A expressdo protéica da SOD
nao foi alterada pelo treinamento; entretanto, a atividade fisica regular atenuou a redugdo
da atividade plasmdtica da SOD. Os niveis de expressdo génica da subunidade catalitica
da NADPH oxidase, a gp91phox, foram reduzidos pela atividade fisica regular nos ratos
deficientes cronicos de NO, e restaurados pelo pds-condicionamento. Portanto,
concluimos que o treinamento fisico (pré ou pos-condicionamento), € uma estratégia nao-
farmacoldgica eficiente capaz de reduzir o estresse oxidativo, aumentando a

biodisponibilidade de NO, que resulta na melhora da disfunc¢do erétil.
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Erectile dysfunction is defined as the consistent or recurrent inability of a man to
attain and/or maintain a penile erection sufficient for sexual activity, and can occur in
different levels leading to an impairment of men’s quality of life. Risk factors such as
cardiovascular diseases, arterial hypertension, diabetes mellitus, hypercholesterolemia,
aging, smoking and life sedentary increase the prevalence of erectile dysfunction. Nitric
oxide (NO) is the main mediator of relaxation of penile smooth muscle. Clinical and
experimental evidences suggest that decreased NO biodisponibility or NO reactivity
contribute to erectile dysfunction. Recent studies have shown that part of beneficial
effects of regular physical activity in the cardiovascular system is due to an increase in
NO production and/or NOS expression by endothelial cells. Therefore, the aim of this
work was to study the influence of run training on the erectile function from rats under
chronic NO blockade by long-term treatment with L-NAME. First, we investigated the
influence of physical training in the erectile function of healthy, normotense rats. Second,
we studied the influence of prior physical conditioning in the erectile function of chronic
NO-defficient rats. Third, we evaluated the therapeutic efficacy of regular physical
activity (pds-conditioning) in the erectile function in chronic NO-defficient rats. To
achieve this, we evaluated the functional responses (measurements of cavernosal
relaxation in vitro and intracavernosal pressure in vivo) and the plasma levels of
nitrite/nitrate  (NOx) and plasmatic superoxide dismutase (SOD) activity, protein
expression of neuronal NOS (nNOS), nitrotyrosin (3-NT) and SOD, and gene expression
of gp91phox in the corpus cavernosum. In healthy normotenses rats, physical training by
8 weeks improved the relaxant responses mediated by NO (added as acidified sodium

nitrite solution; NaNO,), sodium nitricprusside (SNP) and electrical field stimulation
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(EFS), without affecting the contractile responses induced by phenilephrine (PE) and
endothelin (ET-1). In NO-defficient rats, the prior physical conditioning attenuated the
increased arterial pressure, and potentiated the relaxations of corpus cavernosum induced
by SNP, ACh and EFS. However, no changes were found for BAY 41-2271 and
sildenafil. In NO-defficient animals, the physical activity normalized the intracavernosal
pressure and plasma NOx levels. The post-conditioning (therapeutic efficacy) also
attenuated the L-NAME induced arterial hypertension, potentiated the SNP-induced
relaxations and reverted the reductions of relaxing responses to ACh and EFS.
Furthermore, post-conditioning nomalized the intracavernosal pressure and attenuated the
plasma NOx levels. Protein expression of nNOS and PnNOS were not affected by post
physical activity. However, the increase of protein nitration (3-NT) was reversed by post-
conditioning in the NO-defficient animals. The protein expression of SOD was not
modified by exercise. Nevertheless, the physical activity attenuated the reduction of SOD
plasma activity. The gp9lphox expression was decreased in NO-defficient rats, and
restored by physical training. In conclusion, we conclude that physical training (pre or
post-conditioning) is an efficient nos-pharmcological approach able to reduce the
oxidative stress, increasing the NO bioavailability that results in an improvement of

erectile dysfunction
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1. INTRODUCAO

A disfuncdo erétil é definida como a incapacidade de alcancar ou manter ere¢dao
peniana adequada para a satisfagdo sexual (National Institutes of Health Consensus
Statement, 1993). A disfuncdo erétil ocorre em graus varidveis e prejudica a qualidade de
vida, particularmente o bem-estar pessoal e as inter-relacdes familiares e sociais
(Johannes et al., 2000). Estima-se que a prevaléncia mundial de disfun¢do erétil acometa
mais de 152 milhdes de homens, e as projecdes para 2025 mostram uma prevaléncia de
aproximadamente 322 milhdes. A disfun¢do erétil esta associada a fatores de risco como
doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
envelhecimento, tabagismo e sedentarismo. Esses fatores de risco atuam de maneira
sinérgica no desenvolvimento da arterosclerose aumentando a predisposi¢do para a
disfuncdo erétil (Jeremy & Mikhailidis, 1998; Sullivan et al., 1999; Jeremy et al., 2007).

Evidéncias clinicas e experimentais indicam que a reducao da disponibilidade de
oxido nitrico (NO) e/ou da reatividade ao NO endogeno leva a disfungdo endotelial.
Demonstrou-se que a liberacdo de NO de fibras nao-adrenérgicas nao-colinérgicas
(NANC) esta prejudicada tanto em humanos quanto em animais submetidos a disfun¢do
erétil (Azadzoi & Saenz de Tejada, 1991; Blanco et al., 1990). A arteriosclerose aumenta
a formacdo de anion superdxido (O,) e reduz a atividade de enzimas antioxidantes
(Jeremy et al., 2007). O O, reage com NO formando o perdxidonitrito (ONOQO),
reduzindo a biodisponibilidade do NO, piorando a ere¢do peniana. Além disso, o ONOO
também se degrada formando 6xidos de nitrogénio e radical hidroxila promovendo danos

celulares (Khan er al.,, 1999). Na ultima década, houve grandes avangos no
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gerenciamento clinico da disfuncdo erétil, que compreendeu desde técnicas cirdrgicas e
agentes administrados por vias intracavernosa e intra-uretral, até o desenvolvimento
recente de terapia oral (inibidores de PDES), que representa o inicio de terapias
farmacoldgicas ndo-invasivas no tratamento da disfunc¢do erétil.

A atividade fisica regular tem sido recomendada como terapia nio farmacoldgica
na prevenc¢do ou no tratamento das doengas cardiovasculares. O exercicio fisico melhora
a homeostase oxidativa, diminui os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo e a biodisponibilidade do NO (Cooper et al.,
2002). Além disso, o aumento do shear stress (aumento da for¢a de cisalhamento na
parede vascular) pelo exercicio fisico parece estimular a produ¢do de NO. Outros
trabalhos mostram os beneficios do exercicio na hemodinamica cardiovascular, reduzindo
a resisténcia vascular periférica através de aumento na producdo de substincias

vasoativas como o NO (Scott 2002; Hamer 2006).
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1.1. Fisiologia da Erecdo Peniana

1.1.1. Anatomia peniana

O pénis humano consiste de trés segmentos cilindricos: os corpos cavernosos
pareados localizados na parte dorsal e o corpo esponjoso na parte ventral, o qual circunda
a uretra e forma a glande peniana na porc¢do distal. Cada um dos corpos cavernosos €
circundado por um tecido fibroso e compacto, a tinica albuginea, a qual € constituida em
grande parte de fibras de coldgeno, bem como de algumas fibras de elastina (Sattar et al.,
1994). O tecido erétil dos corpos cavernosos € composto de multiplos espacos lacunares
interconectados, revestidos por células endoteliais, além das trabéculas, que formam as
paredes dos espagos simusoidais, e consistem de bandas espessas de musculo liso e de
uma estrutura fibroeldstica formada por fibroblastos, coldgeno e elastina (Goldstein et al.,
1982; Krane et al., 1989). Os corpos cavernosos sdo divididos por um septo perfurado,
incompleto no humano, que os permite funcionar como uma unidade.

A parte proximal do pénis encontra-se ancorada no osso pélvico, sendo esta regido
denominada crura dos corpos cavernosos, enquanto a parte proximal do corpo esponjoso
forma o bulbo peniano. Tanto a crura quanto o bulbo estdo conectados aos misculos
estriados. O bulbo peniano estd circundado pelo misculo bulbo cavernoso (ou bulbo
€sSponjoso), a0 passo que a crura peniana esta circundada pelo musculo isquiocavernoso.
A glande peniana apresenta uma aparéncia de esponja devido a um vasto plexo venoso

com um grande nimero de anastomoses.
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1.1.2. Neuroanatomia peniana

1.1.2.1. Vias periféricas

A inervacdo do pénis € autondmica (vias simpaticas e parassimpaticas) e soméatica
(vias sensoriais € motoras). A partir da coluna espinhal e dos ganglios periféricos, as
inervacdes simpdticas e parassimpdticas confluem, formando o nervo cavernoso, que
adentra os corpos cavernosos e esponjosos para efetuar os eventos neurovasculares
durante a erecao e detumescéncia. Os nervos sométicos sdo responsavel pelas sensacoes e

pela contragcdo dos musculos bulbo cavernoso e isquiocavernoso (Dean & Lue, 2005).

1.1.2.2. Vias autonémicas

A via simpdtica origina-se do 11° segmento tordcico e do 2° lombar, passando
através do ramo ventral do nervo espinhal (ramo comunicante branco) para a cadeia
ganglionar simpdtica. Algumas fibras dirigem-se através dos nervos esplanicos para os
plexos hipogéstrico superior e mesentérico inferior, através do nervo hipogastrico, em
direcdo ao plexo pélvico (De Groat & Booth, 1993; Dean & Lue, 2005).

A via parassimpdtica surge de neurdnios localizados do 2° ao 4° segmentos
sacrais. As fibras pré-ganglionares passam pelo plexo hipogastrico superior pélvico para
o plexo pélvico. Os nervos cavernosos entao se ramificam do plexo pélvico em direcdo ao
pénis (Walsh et al., 1990). A estimulacdo do plexo pélvico e do nervo cavernoso induz

erecdo, enquanto que a estimulacdo do tronco simpdtico causa detumescéncia.
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1.1.2.3. Vias somdticas

A via somatosensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do
pénis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. Na glande do pénis humano
hd indmeras terminagcOes aferentes (terminacdes nervosas livres e receptores
corpusculares; Halata & Munge, 1986; Dean & Lue, 2005). As fibras nervosas que
partem dos receptores convergem para o nervo dorsal do pénis que se unem a outros
nervos formando o nervo pudendo. Este tltimo adentra a coluna espinhal via segmentos
S2 a S4 para terminais nos neur6nios espinhais e interneurdnios na regido cinzenta central
do segmento lombo sacral (McKenna, 1998; Dean & Lue, 2005). A ativacdo destes
nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias espinotalamicas
e espinoreticular para o tdlamo e cortex sensorial desencadeando a percepgao sensorial
(Burnett et al., 1993; Dean & Lue, 2005). O nticleo de Onuf, do 2° ao 4° segmento sacral,
€ o centro da inervacdo somatomotora peniana. Estes nervos dirigem-se através dos
nervos sacrais para o nervo pudendo para inervar os musculos isquios e bulbo
cavernosos. A contracdo do musculo isquiocavernoso participa da fase rigida da erecdo,
ao passo que a contragdo ritmica do musculo bulbo cavernosa € necessdria para a

ejaculacdo (Dean & Lue, 2005).
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1.2. Hemodinamica da erecdo peniana

1.2.1. Suprimento arterial

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

fornece sangue a glande e ao bulbo uretral proximal.
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1.2.2. Drenagem venosa

O pénis € drenado por trés subdivisdes de veias: superficiais, intermedidrias e
profundas. A drenagem venosa dos corpos cavernosos ocorre através das vénulas,
localizadas entre a periferia do tecido erétil e a tinica albuginea. As vénulas se fundem
para formar as veias emissdrias maiores as quais rompem a tinica albuginea, e drenam
em veias penianas extra-tunicas denominadas veias cavernosa e crural (Puech-Leao et al.,
1987; Krane et al., 1989). O conjunto de veias intermedidrias emerge da glande peniana e
forma o plexo retro coronal que drena na veia dorsal. Uma série de veias emissdrias e
circunflexas dos corpos cavernosos drena na veia dorsal profunda, a qual corre no sentido
proximal na linha média entre os dois corpos cavernosos para esvaziar o plexo Peri-
prostatico. O sistema venoso profundo drena tanto os corpos cavernosos quanto o corpo
esponjoso. Os espacos cavernosos sdo drenados através de um conjunto de veias
emissarias que rompem a tunica albuginea. Nas posicoes médias e distais, tais veias se
fundem para formar as veias circunflexas, as quais se esvaziam na veia dorsal profunda.
Na regido proximal do pénis, as veias emissdrias 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.

1.2.3. Sistema sinusoidal

Os sinusdides sio espacos formados irregularmente por trabéculas e consistem de

bandas de miusculo liso, fibras eldsticas, coldgeno e um tecido frouxo contendo
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numerosas arteriolas e nervos. Estes sinuséides contém sangue e sdo consideradas
unidades contriteis intrinsecamente ativas sensiveis aos estimulos neuroldgicos; dessa

maneira, possuem papel fundamental nos mecanismos de erecdo e detumescéncia.

1.3. Mecanismo fisiologico da erecdo peniana

Durante o estado flacido, as arteriolas e os sinusoides estdo contraidos, devido
principalmente, a ativacdo de receptores o-adrenérgicos, exercendo resisténcia maxima
ao influxo arterial. Neste estado, apenas pequena percentagem de sangue adentra os
corpos cavernosos com propositos nutricionais (Traish et al., 1999). Ao mesmo tempo em
que os sinusdides estdo contraidos, as veias drenam livremente para veias extra-penianas.
Neste estado, a musculatura lisa trabecular dos corpos cavernosos e das artérias
cavernosas € helicinais se mantém em contracdo permanente. As trabéculas sdo drenadas
pelas vénulas emissdrias que se comunicam com as veias cavernosas. Neste estado
flacido, a pO; varia de 20 a 40 mmHg no pénis (Kim et al., 1993). Quando o bloqueio da
atividade simpdtica se instala, essas musculaturas relaxam (tumescéncia), permitindo o
influxo arterial e aumento progressivo da pressdo sangiiinea intracavernosa. Assim, a
dilatacdo das artérias cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo sangiiineo nos
espacos lacunares, a0 mesmo tempo em que o relaxamento do musculo liso trabecular
dilata os espacos lacunares, causando expansao do pénis. O influxo de sangue arterial esta
associado a aumento na pO, (90-100 mmHg) durante o estado de tumescéncia (Kim et

al., 1993). A elevacdo da pressdo sangiiinea ao nivel das artérias helicinais promove a
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expansdo do musculo liso trabecular contra a tinica albuginea. Este evento comprime o
plexo de vénulas sub-tinicas, reduzindo o efluxo venoso no espacgo lacunar; dessa forma,
o pénis € mantido rigido através do mecanismo de oclusido venosa (Krane et al., 1989;

Anderson & Wagner, 1995).

1.4. Papel do NO na eregdo peniana

O NO ¢ o principal neurotransmissor de um sistema de transducdo de sinais que
atua no pénis para mediar a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Anderson, 2003). As
enzimas responsaveis pela formag¢do do NO sdo conhecidas como 6xido nitrico sintases
(NOS), encontradas nas fibras nitrérgicas (nNOS) e células endoteliais (eNOS). Essas
enzimas catalisam o metabolismo da L-arginina (L-Arg), formando o NO e a L-citrulina
em duas etapas, com a formagio do produto intermedidrio N®-hidroxi-L-arginina (Ignarro
& Murad, 1995). No rato (Hedlund et al., 1999), camundongo (Mizusawa et al., 2001) e
no homem (Leone et al., 1994; Ehmke et al., 1995), a nNOS estd localizada no plexo
pélvico, nervos cavernosos e seus terminais nervosos no tecido erétil, além de nervos
penianos dorsais e plexos nervosos na adventicia de artérias cavernosa e dorsal. Além
disso, o endotélio também libera NO em resposta a acetilcolina (ACh) ou bradicinina no
pénis (Saenz de Tejada et al., 1988; Teixeira et al., 1998, 2001). Recentemente, observou-
se que a vasodilatacdo das artérias helicinais causada pela despolarizacdo do nervo
cavernoso leva a liberacdo de NO do endotélio sinuséide, como conseqiiéncia do aumento

do fluxo sangiiineo (Musicki et al., 2004). Desta forma, a regulacdo da funcdo erétil
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parece ndo ser mediada exclusivamente pelo NO oriundo de fibras nitrérgicas. O aumento
da forca de cisalhamento evocado durante a resposta erétil estimula a fosfatidil-inositol 3-
kinase (PI3K), fosforilando a proteina quinase B que, por sua vez, fosforila a eNOS
levando a geracdo do NO no endotélio. Assim, acredita-se atualmente que a enzima
nNOS inicia a resposta erétil enquanto que a eNOS ajuda na manuten¢do do estado erétil
(Burnett, 2004).

Diversos estudos mostraram que inibidores da NOS tém a capacidade de bloquear
o relaxamento do misculo liso do corpo cavernos induzido por estimulagdo elétrica das
terminacoes NANC em vdérias espécies como coelho, cdo, cavalo, macaco, rato,
camundongo e humanos (Ignarro et al., 1990; Kim et al., 1991; Holmquist et al., 1992;
Knispel et al., 1992; Kirkeby et al., 1993; Leone et al., 1994; Hayashida et al., 1996;
Okamura et al., 1998; Recio et al., 1998; Hedlund et al., 1999; Mizusawa et al., 2001). O
relaxamento neurogénico do musculo retratil do pénis bovino e da artéria peniana
também sdo bloqueados por estes inibidores (Liu et al., 1991; Martin et al., 1993;
Simonsen et al., 1995). Inibidores de NOS também bloqueiam as respostas eretogénicas
in vivo decorrentes da estimulagdo do nervo cavernoso no coelho, no camundongo, no
gato e no rato (Holmquist et al., 1991; Burnett et al., 1992; Mills et al., 1992; Wang et al.,
1994; Garban et al., 1995; Escrig et al., 1999; Mizusawa et al., 2001). Portanto, o uso dos
inibidores das NOS tém sido importante no esclarecimento do papel do NO na fun¢do
erétil.

Sabe-se que quando liberado de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO se
difunde para células musculares lisas adjacentes e se liga ao seu receptor fisiologico

intracelular, a guanilil ciclase soldvel (GCs). Esta ligacdo ocorre diretamente no grupo
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heme formando um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligagdo do NO promove a quebra
da ligacdo entre a Hisjos axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO estd presente
na quinta posi¢ao, criando assim uma mudanga conformacional que ativa a GCs (Lucas et
al., 2000). A ativacdo desta enzima pelo NO leva a conversdo de guanosina trifosfato
(GTP) no segundo-mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A elevacgido
dos niveis intracelulares de GMPc ativa proteinas quinase especificas, as quais fosforilam
outras proteinas, ativam canais i0nicos, e através destes eventos bioquimicos
intermedidrios, leva a redu¢do da concentracdo de cdlcio intracelular, causando o
relaxamento da musculatura lisa. O GMPc € hidrolisado a GMP pela acdo da
fosfodiesterase tipo 5 (PDES), cessando assim a resposta erétil (Lucas et al., 2000; Toda

et al., 2005).

L.5. Disfuncdo erétil

A etiologia da disfungdo erétil € um processo multifatorial e pode ser de origem
organica, neurogénica, ou ambas associadas. Na disfunc¢do erétil organica, as causas mais
comuns sdo de origem vasculogénica (Agarwal et al., 2006). Pacientes que apresentam
doenca vascular estdo predispostos a desenvolver disfuncdo erétil vasculogénica
(Bortolotti ef al., 1997; Jeremy & Mikhailidis, 1998; Sullivan et al., 1999). A hipertensao
arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, doencas arteriais corondrias, tabagismo,
envelhecimento e sedentarismo sdo considerados fatores de risco que atuam de maneira

sinérgica no desenvolvimento da disfuncao erétil vasculogénica.
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1.6. Hipertensao arterial e disfungdo erétil

A hipertensao arterial afeta de 20 a 25% dos adultos com idade entre 45 e 50 anos.
Caracteriza-se principalmente pelo aumento da resisténcia vascular periférica causada por
disfuncdo endotelial vascular, alteracdes morfofuncionais da musculatura lisa vascular e
da matriz extracelular (Mulvany 1999). Diversos estudos epidemioldgicos tém mostrado
uma forte associacdo entre hipertensdo arterial e disfuncdo erétil. Aproximadamente 30%
dos pacientes hipertensos possuem algum nivel de disfunc¢do erétil, que esta diretamente
relacionado a gravidade e ao periodo da hipertensdo arterial (Burchardt et al., 2000). A
deficiéncia de NO tem sido apontada como a principal causa da disfuncdo erétil nesta
condicdo patolégica (Muller et al., 1991; Burnett 1997; Aranda et al., 2004). As
alteragdes morfoldgicas que ocorre no pénis de animais hipertensos envolvem danos na
musculatura lisa cavernosa e no endotélio, aumento da proliferacio da musculatura lisa e
da deposicdo de coldgenos, e redugcdo do espessamento da tinica albuginea (Toblli et al.,
2000; Jiang et al., 2005). As alteragdes da reatividade da musculatura lisa cavernosa estao
associadas a diminuicao da biodisponibilidade do NO, ao aumento do estresse oxidativo e
da contratilidade da musculatura lisa. O relaxamento dependente de endotélio e
neurogénico estdo diminuidos em corpo cavernoso de ratos hipertensos (Ushiyama et al.,
2004). Além disso, tem sido sugerido que o diagndstico de disfuncdo erétil em
“individuos sadios” possa indicar alteragdes precoces no sistema vascular; dessa forma, a
disfungdo erétil pode ser considerada um importante fator no diagnéstico de doencgas

cardiovasculares (Russell et al., 2004).
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1.7. Intervencgoes nao-farmacologicas: Treinamento Fisico

Estudos epidemiolégicos mostram que a atividade fisica aerdbia didria previne a
morbidade e mortalidade de doencas cardiovasculares (Castelli 1984; Paffenbarger et al.,
1993). Além disso, o estado sedentdrio per se é considerado um fator de risco para as
doencas cardiovasculares, aumentando em 1,5 vezes o desenvolvimento de hipertensao
quando comparados a individuos que praticam atividade fisica (Blair et al., 1984). Os
exercicios aerébios sdo mais eficientes como terapia alternativa ou concomitante com
terapia farmacoldgica para o tratamento da hipertensdo arterial leve ou moderada. Os
programas de condicionamento fisico para hipertensos preconizam que oS exercicios
devem ser realizados cinco vezes por semana, durante pelo menos 30 minutos por sessao.
Exercicios de baixa e moderada intensidade (40-60% de VO, maximo) parecem acarretar
melhores resultados na reducdo da pressdao arterial do que exercicios de maior
intensidade. Exercicios aerébios como ciclismo, natagdo, subir e descer escadas, corrida
leve em esteira ou em movimento (trotar) sdo os que desencadeiam melhores resultados

na reducdo da pressao arterial (Franklin et al., 1991).

Os efeitos benéficos da atividade fisica no controle da pressdo arterial podem ser
definidos em dois aspectos: preventivo e terapéutico. Os aspectos preventivos envolvem
promogao a saide e prevencao do estado hipertensivo em individuos com predisposi¢ao
para o desenvolvimento da doenga. Os aspectos terapéuticos envolvem a reducdo dos
niveis de pressao arterial, melhora no perfil lipidico e diminuicdo da mortalidade (Zago &
Zanesco, 2006). Dados experimentais mostraram que a redu¢do da pressao arterial apos

exercicio dindmico cronico é maior em individuos hipertensos do que em normotensos,
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tanto em humanos quanto em animais de laboratério (Duncan et al., 1985; Kenney &
Seals, 1993). Trabalhos prévios mostraram que a hipertensdo arterial pode ser reduzida
ou prevenida pela atividade fisica regular em humanos (Kingwell 2000; Lesniak &
Dubbert 2001). Além disso, o exercicio fisico € eficiente no controle da pressdo arterial

de ratos espontaneamente hipertensos (Tipton et al., 1982; Horta et al., 2005).

Mecanismos complexos e mdltiplos foram propostos para explicar a reducao da
pressdao arterial decorrente do treinamento fisico, como reduc¢do do tOonus simpdtico
(Leblanc et al., 1977), aumento da sensibilidade dos barorreceptores adrticos e carotideos
(Krieger et al., 1998), aumento da sensibilidade dos adrenoreceptores 3, vasculares e/ou
diminuicdo da sensibilidade dos adrenoreceptores o (Shen et al., 1990), alteracdes do
numero de receptores adrenérgicos (Tipton et al., 1982), diminui¢do dos niveis
plasméticos de renina e aldosterona (McCrimmon et al.,, 1976; Melin et al., 1980),
liberagdo de opidides endogenos (Hartley et al., 1972), aumento da liberagao de peptideos
nos atrios e nos ventriculos (Freud et al., 1988) e maior producdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (Sessa et al., 1994; Shen et al., 1990; Flavahan & Vanhoutte
1995). Dados obtidos em animais de laboratorio e humanos mostraram também que os
beneficios da atividade fisica regular no sistema cardiovascular podem ser decorrentes de
interferéncias na produgdo de NO e/ou da expressdao da NOS (Rush et al., 2005; Linke et

al., 2006), assim como do estresse oxidativo, conforme detalhado a seguir.
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1.8. Estresse oxidativo, disfuncdo erétil e atividade fisica

1.8.1. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

O estresse oxidativo ocorre quando o sistema antioxidante ndo consegue controlar
a producdo excessiva de ERO, que sdo produtos da fosforilagio oxidativa, e
desempenham papel importante no controle do estado redox normal das vias de
sinalizacdo fisioldgicas. No entanto, a produgdo excessiva de ERO leva a disfuncdes
celulares, peroxidagdo lipidica e mutagenicidade do DNA, podendo causar danos
celulares irreversiveis e morte celular (Sawyer et al., 2002; Giordano et al., 2005;
Murdoch et al., 2006; Takimoto & Kass 2007).

As ERO incluem radicais livres como o anion superoxido (O;’), radical hidroxila
(OH) e perdxido de hidrogénio (H>O,) que podem ser convertidos em radicais livres, os
quais participam de reagOes bioquimicas em condi¢des fisioldgicas ou patoldgicas
(Giordano et al., 2005). O O, € formado pela ativagdo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), da xantina oxidase (XO) ou da liberacdo de
elétrons durante a fosforilacdo das mitocOndrias (Sawyer et al., 2002; Giordano et al.,
2005; Murdoch et al., 2006). O H,0O; € gerado pelo aumento dos niveis do OH (Giordano
et al., 2005).

As células possuem um sistema antioxidante que atua contra o acimulo das ERO;
esse sistema, sob condi¢des normais, atua de forma eficiente promovendo baixos niveis
de ERO. O sistema antioxidante € formado por enzimas antioxidantes intracelulares,

como a catalase, a glutationa peroxidase, a superoxido dismutase (SOD), e antioxidantes
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ndo-enzimdticos como as vitaminas E, C, beta-caroteno, e 4cido lipdico (Nordberg &
Arner 2001; Giordano et al., 2005). Dentre estes antioxidantes, a SOD € considerada a
principal enzima envlvida na defesa do organismo contra os radicais livres. A SOD
converte o O, para H,O,, que posteriormente é convertido pela catalase e glutationa em
dgua (Takimoto & Kass 2007). Entretanto, o sistema antioxidante, apesar de eficiente,
ndo remove completamente os radicais livres gerados pelas células. Isto € de fundamental
importancia, pois os radicais livres, apesar de deletérios também desempenham funcdes
bioldgicas benéficas, participando no processo de fagocitose de bactérias e virus no

organismo (Takimoto & Kass 2007).

1.8.2 NADPH oxidase

A NADPH oxidase € a principal precursora para a formacdo de ERO na parede
vascular (Sirker et al., 2007). A NADPH oxidase é composta por uma subunidade
catalitica denominada NOX e subunidades regulatorias citosolicas (p22phox, p40phox,
p47phox e p67phox) e Rac, uma pequena proteina de ligacdo do GTP. A transferéncia do
elétron da NADPH oxidase para a molécula de oxigénio no sitio catalitico resulta na
formacdo do O, . Existem 5 isoformas da NOX (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX3S),
expressa em diversos tecidos. A NOX2 (gp91phox) € a principal isoforma envolvida na
fagocitose cldssica da NADPH oxidase. E expressa em diversos tipos celulares como
fibroblastos (Pagano et al., 1997), cardiomidcitos (Bendall et al., 2002; Satoh et al., 2006)
e células endoteliais (Frey et al., 2002; Li & Shah 2003). As outras isoformas

provavelmente importantes no sistema cardiovascular incluem a NOXI, expressa em
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células lisas vasculares (Lassegue et al., 2001), e a NOX4, expressa em fibroblastos,
células endoteliais, cardiomidcitos e células do musculo liso vascular (Pagano et al.,
1997; Ago et al., 2004; Li et al., 2006; Clempus et al., 2007).

O aumento da expressdo e da atividade do complexo NADPH oxidase tem sido
implicado na etiologia das doencas cardiovasculares como hipertensdo arterial, infarto do
miocdardio, danos oriundos de isquemia e reperfusdo, aterosclerose, diabetes mellitus e
hiperlipidemia (Jeremy et al., 2002; Jiang et al., 2004, Li & Shah 2004; Hayashi et al.,
2005; Muzaffar et al., 2005). Sabe-se que a reducdo da atividade da eNOS (como
conseqiiéncia de doengas cardiovasculares) no tecido vascular resulta no aumento da
expressdo da NADPH oxidase, acarretando conseqiientemente aumento da formacgdo de
O, o qual reage com a molécula de NO formando um reativo intermedidrio, o ONOO'.
Posteriormente, este se degrada formando 6xidos de nitrogé€nio e radical hidroxila,
promovendo danos as células endoteliais (Khan et al., 1999; Kojda & Harrison, 1999).
Além disso, o aumento da producdo de ERO induz reducdo da atividade da SOD,
aumentando o estado de estresse oxidativo, ampliando os danos celulares (Jin & Burnett
2008).

O exercicio fisico cronico de intensidade moderada altera positivamente a
homeostase oxidativa das células e tecidos, por diminuir os niveis basais de danos
oxidativos e aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo (Cooper et al., 2002). Esta
reducdo dos danos oxidativos pelo exercicio fisico aumenta a biodisponibilidade de NO.
O NO se destaca, portanto, como um importante regulador metabdlico e hemodindmico

durante o desempenho da atividade fisica (Kingwell, 2000). Além disso, o exercicio
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fisico aumenta a expressdo das heat-shock proteins, proteinas de estresse com funcao de
reparo e prevengao de danos teciduais (Hamilton et al., 2003; Siu et al., 2004).

O exercicio fisico promove aumento do fluxo sanguineo em diferentes leitos
vasculares, principalmente no tecido muscular esquelético (Posch et al., 1999). O
mecanismo de controle do fluxo sanguineo da musculatura esquelética durante o
exercicio € complexo, e envolve sistemas neural, endotelial, metabdlico e miogénico
(Delp, 1993). O aumento do fluxo sanguineo durante o exercicio fisico aumenta a forca
de cisalhamento (shear stress), que € um estimulo mecanico eficaz para a produgdo de
NO. O shear stress estimula o endotélio, aumentando o transporte de L-arginina, os
niveis de Ca** intracelulares, a atividade e a expressdo da eNOS e a atividade da SOD,
promovendo maior disponibilidade de NO para os tecidos (Posch et al., 1999).

Recentemente, demonstrou-se que o aumento da producao de ERO esta associado
com a disfun¢do erétil em diferentes modelos patoldgicos como hipercolesterolemia e
hipertensao arterial (Shunkla et al., 2005; Jin et al., 2007). Além disso, estudos mostraram
que o aumento de ERO reduz a biodisponibilidade de NO, piorando a fun¢do endotelial e
a atividade erétil (Keegan et al., 1999; Burnett et al., 2006). Por isso, estratégias
terapéuticas tém focado na restauracdo de mecanismos antioxidantes no pénis. Entretanto,
outro importante aspecto é o bloqueio das fontes de ERO, uma vez que a produgdo
excessiva de ERO sob condi¢des patologicas reduz os mecanismos antioxidantes
causando danos celulares. Estudos recentes mostram que a NAPDH oxidase representa a
principal fonte de ERO na disfungcdo erétil decorrente de hipercolesterolemia e

hipertensao arterial (Shunkla et al., 2005; Jin et al., 2007).
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A atividade fisica regular tem sido recomendada como terapia ndo farmacoldgica
na preven¢do e/ou tratamento de doencas cardiovasculares como hipertensdo leve ou
moderada. Visto que a disfuncdo erétil estd estreitamente relacionada a doencas
cardiovasculares, decidimos estudar a influéncia do treinamento fisico na atividade erétil
de ratos saudéveis e submetidos a bloqueio cronico de NO.

Quando iniciamos o projeto ndo havia nenhum estudo abordando os possiveis
efeitos benéficos do treinamento fisico regular na fungdo erétil de animais sauddveis ou
sob estados patoldgicos. Desta forma, adotamos o modelo de inibi¢do cronica da sintese
de NO em ratos pelo L-NAME, modelo este implementado ha longa data pel grupo
(Ribeiro et al., 1992). Estd bem estabelecido que a inibi¢ao cronica de NO em ratos causa
hipertensdo arterial, remodelamento vascular, alteracdes no sistema antioxidante,
aumento de ERO e alteracdoes da reatividade da musculatura lisa. Entendemos que o
projeto ora proposto € relevante para a drea de saude publica e qualidade de vida de

individuos com disfunc¢do erétil.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

1. Avaliar a influéncia do pré-condicionamento fisico na reatividade da musculatura
lisa cavernosa de ratos saudaveis normotensos;

2. Avaliar a influéncia do pré-condicionamento e do pds-condicionamento fisico na
funcdo erétil de ratos submetidos a bloqueio cronico de NO.

Objetivos Especificos

Estudos funcionais

» Realizagdo de curvas concentragdo-efeito in vitro a agentes relaxantes
(acetilcolina, nitroprussiato de s6dio, NaNQO, acidificado, BAY 41-2272 e
sildenafil) e contrateis (fenilefrina e endotelina-1) em corpos cavernoso isolados
de ratos sedentarios e treinados, submetidos ou nio ao tratamento cronico com L-
NAME;

» Realizagdo de curvas frequéncia-efeito in vitro avaliando os efeitos relaxantes e

contriteis a estimulagdo elétrica em corpos cavernosos de ratos sedentdrios e
treinados, submetidos ou nao ao tratamento cronico com L-NAME;

» Avaliacdo da pressdo intracavernosa dos animais sedentdrios e treinados,
submetidos ou ndo ao tratamento cronico com L-NAME;

Estudos bioguimicos € moleculares

» Dosagem dos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato e da atividade plasmética da
superdxido dismutase (SOD) nos animais sedentdrios e treinados, submetidos ou
ndo ao tratamento cronico com L-NAME;

» Avaliacdo da expressao protéica da nNOS, da SOD e da nitrotirosina em corpos
cavernosos de ratos sedentarios e treinados, submetidos ou ndo ao tratamento
cronico com L-NAME;

» Determinacdo da expressdo génica da glicoproteina gp91phox em corpos
cavernosos de ratos sedentarios e treinados, submetidos ou ndo ao tratamento
cronico com L-NAME.
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Animais

Ratos Wistar machos (200-250g) foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar
de Investigacao Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
e mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP. Os animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro (12/12 h),
e tratados com ragdo e dgua ad libidum. Os protocolos empregados foram aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentacio Animal (Protocolo n® 763-1).

2.2. Programa de exercicio fisico dindmico

As sessoes de exercicio fisico foram realizadas em esteira ergométrica elétrica, em
baias individuais, com as seguintes dimensdes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e 1,35
m de comprimento. Na primeira semana de estudo, os animais passaram por um periodo
de adaptacdo a esteira, iniciando com velocidade de 0,6 Km/h na primeira sessdo,
aumentando progressivamente até atingir a velocidade de 1,2 Km/h durante 60 minutos.
Isto corresponde a 66% da VO;nax, de acordo com nossa experiéncia prévia (Priviero et
al., 2001). Somente os animais adaptados a corrida em esteira foram usados no estudo.
Passada a semana de adaptacdo, o programa de corrida em esteira foi realizado 5 dias por
semana, em sessdes de 60 minutos, a fim de avaliar o efeito preventivo (pré-
condicionamento) ou terapéutico (pds-condicionamento) do treinamento. Apds o término

do periodo total de treinamento, os animais foram mantidos em repouso por 48 horas,
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quando entdo foram anestesiados para a coleta de material para posteriores dosagens e
ocorreu o isolamento dos corpos cavernosos, para medidas de pressdo intracavernosa in

Vivo.

2.3. Modelo de inibicdo cronica de NO

O tratamento cronico com L-NAME foi realizado como descrito previamente
(Ribeiro et al., 1992). A ingestdo hidrica foi inicialmente medida a fim de se definir a
ingestdo diaria de 4dgua dos animais, que em nossas condi¢des de biotério € de
aproximadamente 50 ml/dia/rato; assim, o L-NAME foi dissolvido na concentragcdo de 40
ou 200 mg/L, e oferecido através de ingestao hidrica normal (dgua de torneira), de forma
que a dose didria fosse de aproximadamente 2 ou 10 mg/rato/dia. Animais controle foram
submetidos as mesmas condi¢des experimentais, porém receberam apenas dgua de

torneira.

2.4. Medida de pressao arterial sistolica

As pressoes dos animais foram determinadas antes de se iniciar o treinamento e/ou
tratamento com L-NAME, sendo consideradas como médias basais. Iniciado o
treinamento e/ou tratamento, as pressOes arteriais foram aferidas ao final de cada
protocolo experimental. Para a medida das pressdes arteriais, os animais foram colocados

em gaiolas aquecidas a temperatura de aproximadamente 38°C por 20 minutos, para
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provocar dilatagdo dos vasos caudais. Apds este periodo, os animais foram colocados em
um contensor modelo 1262 (Narco Bio Systems, inc, Houston, Texas, EUA). Na cauda
do animal, adaptou-se um manguito acoplado a um sistema de microfones capaz de
captar sinais de 0,5 mv de amplitude. O registro foi visualizado através de um
osciloscépio modelo CS 4025 (Kenwood Corporation, Japao). O manguito foi inflado até
200 mmHg, de modo a ndo se visualizarem suas pulsacdes. Em seguida era desinsuflado
até reiniciarem as pulsacdes, e o valor da pressdo arterial era lido no manémetro (Zatz,
1990). As medidas foram consideradas vélidas quando ndao houve variacdes
significativas, isto €, acima de 5 mmHg. Estas medidas de pressdo arterial foram

realizadas em sala isolada e silenciosa.

2.5. Protocolos experimentais

Protocolo n° 1

O seguinte protocolo experimental foi realizado para avaliar o efeito do exercicio
fisico na resposta erétil de ratos sadios. Os animais foram submetidos ao treinamento

fisico em esteira por um periodo total de 8 semanas (veja esquema abaixo).

— Treinamento fisico

(Semanas)
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Grupos experimentais:

la. Grupo controle sedentdrio (C-SD): ratos ndo treinados; racao e dieta hidrica normal

(4gua de torneira);

1b. Grupo controle treinado (C-TR): ratos treinados em esteira; racdo e dieta hidrica

normal (4gua de torneira).

Protocolo n° 2

Para avaliar o efeito do pré-condicionamento fisico na resposta erétil de ratos
tratados cronicamente com L-NAME, o seguinte protocolo experimental foi realizado. Os
animais foram submetidos ao treinamento fisico em esteira por um periodo total de 8
semanas, sendo que nas quatro primeiras semanas os animais foram apenas treinados
(pré-condicionamento fisico). Ao fim da quarta semana, foi introduzido o tratamento
cronico com L-NAME, que continuou concomitantemente ao programa de treinamento

fisico até a oitava semana (veja esquema abaixo).

L-NAME 2 ou 10 mg/rato/dia
|_>

(Semanas)
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Grupos experimentais:

la. Grupo controle sedentdrio (C-SD): ratos nao treinados; dieta hidrica normal (dgua de

torneira);

1b. Grupo controle treinado (C-TR): ratos treinados em esteira; dieta hidrica normal

(4gua de torneira);

2a. Grupo L-NAME sedentdrio (LN-SD): ratos sedentdrios e tratados com L-NAME

(administrado na ingest@o hidrica na dose de 2 ou 10 mg/rato/dia);

2b. Grupo L-NAME treinado (LN-TR): ratos treinados e tratados com L-NAME

(administrado na ingestdo hidrica na dose de 2 ou 10 mg/rato/dia).

Protocolo n° 3

Para avaliar o efeito do pds-condicionamento fisico (eficdcia terapéutica) na
resposta erétil dos animais, o seguinte protocolo experimental foi realizado. Os animais
foram submetidos ao tratamento cronico com L-NAME por um periodo de 8 semanas. Ao
fim da quarta semana, foi introduzido o programa de treinamento fisico que continuou
concomitantemente ao tratamento com L-NAME até a oitava semana (veja esquema

abaixo).
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— Treinamento fisico

(Semanas)

Grupos experimentais:

la. Grupo controle sedentdrio (C-SD): ratos nao treinados; dieta hidrica normal (dgua de

torneira);

1b. Grupo controle treinado (C-TR): ratos treinados em esteira; dieta hidrica normal

(4gua de torneira);

2a. Grupo L-NAME sedentdrio (LN-SD): ratos sedentdrios e tratados com L-NAME

(administrado na ingestao hidrica na dose de 10 mg/rato/dia);

2b. Grupo L-NAME treinado (LN-TR): ratos treinados e tratados com L-NAME

(administrado na ingestao hidrica na dose de 10 mg/rato/dia);
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2.6. Preparo do corpo cavernoso isolado de rato

Para isolamento do corpo cavernoso, os ratos foram
anestesiados com uretana (1,2 g/kg i.p.), apds o qual foi
coletado o sangue para andlises. O pénis foi retirado na
regido de inser¢do da crura e imediatamente colocado
em solucdo de Krebs-Ringer com a seguinte
composi¢cdo em mM: NaCl, 118; NaHCO;, 25; glicose,

5,6; KCl, 4,7, KH,PO,, 1,2; MgSO,.7H,0, 1,17 e

CaCl,.6H,0, 2,5. Apdés remogdao dos tecidos

Figura 1: Sistema de cdmara de

conectivos e da tinica albuginea, o tecido cavernoso incubagZo para érgdo isolado.

foi dissecado e isolado. Cada pénis forneceu dois segmentos de corpos cavernosos
dissecados (aproximadamente 1.0 x 0.3 x 0.2 cm), os quais foram montados em camaras
de incubacdo para 6rgdo isolado (10 ml) preenchidas com solucdo Krebs-Henseleit e
continuamente gaseificadas com 0,:CO; (95:5 %), a temperatura de 37°C (pH 7.,4). Os
segmentos de corpos cavernosos foram suspensos entre um transdutor de forca de
unidade fixa (Figura 1). A tensdo aplicada aos tecidos (5 mN) foi periodicamente ajustada
até obter-se a estabilizacdo dos mesmos (60 min). As alteracdes de tensdo foram medidas
usando-se transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese, Itilia) e registradas em sistema

PowerLab™ de aquisicdo de dados (software versdao 4.2, AD Instruments, MA, E.U.A).

Para o estudo da estimulagdo elétrica (EFS), os tecidos foram montados entre dois
eletrodos de platina dispostos de forma paralela. A estimulagdo elétrica foi realizada

através de estimulador Grass S88 (Quincy, MA, EUA), pela geracdo de pulsos de 1 ms de
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duracdo a 50 V em freqii€ncias variadas (2-32 Hz), conforme nossa experiéncia prévia

(Teixeira et al., 1998; 2005).

2.7. Curvas concentragdo-resposta

Apoés o periodo de estabilizacdo, a viabilidade e integridade dos tecidos foram
testada utilizando-se solucdo rica em potdssio (KCl 118 mM, substituindo-se o Na* para
manter a osmolaridade da solucdo). Em seguida, respostas relaxantes aos doadores de
NO, nitroprussiato de s6dio (SNP, 10 nM -1 mM), nitrato de sédio acidificado (NaNO2
acid., 100 nM — 100 uM), ao agonista muscarinico, acetilcolina (ACh, 10 nM -1 mM), ao
inibidor da PDES, sildenafil (1 nM - 10 uM) e ao estimulador da GCs, BAY 41-2272 (1
nM - 10 uM) foram obtidas em corpos cavernosos pré-contraidos com fenilefrina (10

uM). Em algumas preparacdes de corpo cavernoso, avaliou-se a resposta contratil

N

construindo-se curvas concentragdo-resposta a fenilefrina (10 nM - 100 pM) e
endotelina-1 (ET-1, 10 pM - 100 nM). As curvas concentracao-resposta foram obtidas
através do aumento cumulativo das concentracdes das drogas em questdo em meia ou
uma unidade logaritmica (Van Rossum, 1963). A andlise de regressdo ndo-linear para
determinar os parametros de Emax e -log ECsy (pECso) foi obtida com o programa

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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2.8. Estimulacdo elétrica

Ap6s o periodo de estabilizacdo e avaliacdo da viabilidade dos tecidos utilizando-se
KCl (118 mM), as respostas relaxantes a estimulacdo elétrica (EFS, 2-32 Hz) foram
obtidas em tecidos previamente tratados com guanetidina (30 uM) para esgotamento das
terminacdes adrenérgicas e atropina (1 uM) para bloquear a resposta muscarinica. Em
seguida, os tecidos foram pré-contraidos com fenilefrina para construcdo da curva
frequéncia-resposta (2-32 Hz). Em algumas preparacdes de corpo cavernoso, avaliou-se a
resposta contrétil induzida pelo EFS, conforme experiéncia prévia do grupo (Teixeira et

al., 1998; 2005).

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

Os animais foram anestesiados com uretana (1,2g / kg) por via intraperitoneal. A
artéria cardtida direita foi canulada para monitoramento continuo da pressdo arterial
média (MAP). Uma cénula provida de agulha 26G foi inserida no corpo cavernoso
esquerdo para registro da pressdo intracavernosa (ICP), usando-se transdutores de pressao
(Grass, Astro-Med Industrial Park, EUA). A cavidade abdominal foi aberta expondo o
nervo cavernoso esquerdo, localizado na regido dorso-lateral da préstata. Um eletrodo
bipolar de platina conectado a um estimulador (Grass S48, Quincy, MA, EUA) foi
posicionado sobre o nervo cavernoso. Estimulagdes elétricas do nervo cavernoso (pulso

de 1 ms, 45 s, 6 V) a diferentes freqii€éncias (2,4,6,8 e 10 Hz) foram aplicadas. As
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alteragcdes de tensdo foram registradas em sistema PowerLab™ de aquisi¢do de dados
(software versdo 4.2, AD Instruments, MA, EUA).

Para se avaliar a atividade erétil in vivo, adotamos dois parametros bastantes
utilizados na literatura, a razao ICP/MAP (pressdo intracavernosa/pressao arterial média)
e area sob a curva (AUC). A razdo ICP/MAP ¢ utilizada para se avaliar a atividade erétil
quando a pressdo arterial estd alterada, que € o caso do presente projeto. O célculo é
realizado dividindo o pico maximo da ICP (independente da freqii€ncia utilizada) pela

MAP como mostrado na figura abaixo:
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A AUC ¢ utilizada quando ndo se observa alteragcdes de tensdo, mas sim de tempo
de resposta ao estimulo elétrico. O cdlculo € feito a partir do inicio da estimulagdo
elétrica (duracio do estimulo 45 s); assim, se seleciona uma drea de 90 s, que € o tempo
necessario para o retorno da resposta aos valores basais de pressdo intracavernosa, como

mostrado na figura abaixo:

A 20 mmHg |

90s
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2Hz 4 Hz 6 Hz 8 Hz 10 Hz

2.10. Dosagem dos niveis plasmdticos de NOx e atividade plasmdtica da SOD

Separagdo do plasma

Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal em tubos contendo
citrato ou EDTA (conforme instrucao do fabricante), centrifugados a 1.000 g por 10
minutos, a 4°C, para separagdo do plasma. As amostras de plasma foram aliquotadas e

armazenadas em freezer a -80° C até a realizagdo das dosagens.
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NO,

As amostras de plasma foram ultra-filtradas, usando-se tubos de ultra-filtracdo
(Millipore) que permitem a exclusdo de moléculas com peso molecular entre 10 a 30
kDa. Os filtros foram lavados com dgua ultra-pura antes da filtragdo. O preparo das
amostras, dos padrdes, dos cofatores e do reagente de Griess foi realizado de acordo com
a descricao dos kits comercialmente disponiveis (Nitrato/Nitrito Colorimetric Assay Kit;

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, E.U.A.). Os ensaios foram realizados em duplicatas.

Atividade da SOD

Para a dosagem da atividade da SOD, apéds centrifugacdo do sangue, a camada
branca contendo leucdcitos foi desprezada. Os eritrcitos foram lisados em dgua ultra
pura gelada, em volume 4 vezes maior do que o do plasma, e entdo centrifugados a
10.000 g, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o eritrécito lisado foi coletado
e estocado em gelo e utilizado para a dosagem da atividade da SOD. O preparo das
amostras, dos padrdes, da xantina oxidase e do detector do radical foi realizado de acordo
com a descri¢do do fabricante (Superoxide Dismutase Assay Kit; Cayman Chemical, Ann

Arbor, MI, E.U.A.). Os ensaios foram realizados em duplicatas.

2.11. Western Blotting

Amostras de corpo cavernoso contendo 130 pl da concentracdo de proteinas totais
(3 mg/ml) foram diluidas com 30 pl de tampao de Laemmli (0,0625 M de Tris-HCI, pH

6,8 contendo 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromo fenol e 5% de 2-
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mercaptoetanol) e fervidas durante 10 min. Apds rdpida centrifugacdo a 10.000 g (30
seg.), as proteinas (25 pg/lane para nNOS e 3-NT, e 7,5 pg/lane para SOD-1) foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (7% para nNOS, 10% para 3-NT e
15% para SOD-1) contendo 0,1% de lauril sulfato de sédio (SDS - PAGE; Laemmli,
1970). A composi¢do do tampao utilizado na corrida eletroforética foi a seguinte: TRIS
(25 mM), glicina (192 mM) e SDS (0,1%) ajustado para pH 8,3. A separacdo
eletroforética das proteinas foi realizada com uma intensidade de corrente constante (35
mA), durante aproximadamente 90 minutos, resultando em valores de voltagem variando
entre 90 a 180V. Posteriormente, as bandas protéicas foram transferidas
eletroforeticamente através de sistema submerso para uma membrana de nitrocelulose,
aplicando-se uma amperagem de 150 mA (voltagem ~ 40V) durante 2 horas. A
composi¢ao do tampao empregado para a transferéncia eletroforética das proteinas para a
membrana de nitrocelulose foi a seguinte: TRIS (25 mM), glicina (192 mM), SDS (0.1%)
e etanol (18%). Para comprovar a eficiéncia da transferéncia, os géis foram corados com
corante Commassie blue (solu¢do a 0,1% de Commassie brilliant blue em solucao aquosa
de acido acético 5% contendo 25% de etanol), e as membranas foram coradas com
vermelho de Ponceau (0,1% de Pounceau + 5% de acido Acético). Os sitios inespecificos
de ligacdo do anticorpo primdrio a membrana foram bloqueados mediante incubacdo da
mesma com solugdo a 0,2% de caseina em tampao TBS-t (20 mM de TRIS-HCI, 8% de
NaCl, pH 7.4, contendo 0,1% de Tween-20) sob agitacdao constante durante uma hora. A
seguir, as membranas foram incubadas durante 15 - 18 horas, a 18°C com anticorpos
primdrios especificos diluidos em tampao TBS-t conforme tabela abaixo. Apds o término

da incubag¢do, as membranas foram lavadas (6 vezes durante 10 min) com tampao TBS-t
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e incubadas com anticorpos secunddrios conjugados com fosfatase alcalina (AP) ou
peroxidase (HRP) diluidos em tampdo TBS-t conforme mostrado na tabela abaixo,
durante 2 horas. Em seguida, as membranas foram submetidas a uma nova série de
lavagens com TBS-t e as bandas imunorreativas foram reveladas mediante um kit de
revelagdo de quimiluminescéncia (Lumi-Phos WB para AP e Super Signal para HRP,
Pierce, EUA). O peso molecular das bandas foi calculado a partir das mobilidades

relativas de proteinas marcadoras de peso molecular (MW, faixa: 10 a 250 kDa, Bio Rad,

CA,E.U.A).
Anticorpo primério 1° Anticorpo secundario 2°
nNOS 250 ng/mL, polyclonal 1:3000, anti-coelho (cabra) + AP,
(coelho), Transduction Lab, E.U.A. Bio Rad, CA
1000 ng/mL, monoclonal 1:3000, anti-camundongo (cabra) +
3-NT (camundongo), Upstate Lab, E.U.A. AP, Bio Rad, CA
1000 ng/mL, policlonal 1:3000, anti-ovelha (coelho) +
SOD-1 (coelho), Calbiochem, E.U.A. HRP, Bio Rad, CA

As imagens foram detectadas em aparelho Chemi Imager (Alpha Innotech Corp.,

E.U.A.) e as intensidades das bandas foram estimadas por andlise densitométrica.
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2.12. Preparo das amostras de corpo cavernoso (PCR-Real Time)

Extracdo de RNA

Para obtencdo do RNA dos corpos cavernosos utilizamos o método de extracdo
com o reagente Brazol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD), de acordo com as instru¢des do
fabricante. As amostras de tecido e Brazol foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente para completa dissociacdo dos complexos nucleos-protéicos; 200 ul de
cloroférmio (CHCI3) foram adicionados, agitados vigorosamente e incubados por 5
minutos a temperatura ambiente. Desprezou-se o sobrenadante e precipitou-se o RNA
pela adi¢do de 500 pl de isopropanol. Apés 10 min a temperatura ambiente, os tubos
foram centrifugados (19.000 g, 10 min a 4°C). Os sobrenadantes foram descartados e o
pellet de RNA foi lavado com 800 ul de etanol 75%. Apds centrifugacdo (14000 g, 5 min
a 4°C), os sobrenadantes foram desprezados, e os tubos foram invertidos e apoiados sobre
gazes para eliminar restos de etanol. Posteriormente, o RNA foi dissolvido em 4gua
estéril contendo dietilpirocarbonato (DEPC), incubado a 55°C por 10 minutos e colocado
em gelo para solubilizagdo total do RNA. A integridade da amostra foi verificada por
eletroforese em gel desnaturante 1,2%. As amostras com qualidade adequada de RNA
apresentavam integras as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S (Figura 2). Apés a

eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer a -80 °C.
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Figura 2. Gel desnaturante com amostras de RNA de corpos cavernosos de rato. As
amostras de RNA foram extraidas pela metodologia do Brazol. Notam-se as subunidades

28s e 18S do RNA ribossomal.

Sintese de DNA complementar (cDNA)

As amostras de RNA obtidas foram submetidas a sintese de DNA complementar
(cDNA) utilizando-se o kit Superscript III RT™ (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Apds leitura e quantificacdo em espectrofotometro (NanoDrop, ND
1000), 3 pg de RNA foram tratados com a enzima DNase I (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para remoc¢ao de DNA contaminante, foi adicionado
1,0 pl de 1 U/ul DNase I, 1,0 pl de 10x DNase I Reaction Buffer (200 mM Tris-HCI, 20
mM MgCl,, 500 mM KCl,) e dgua suficiente para um volume final de 10,0 ul de reacao.
A reacdo foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo foi
adicionado 1,0 pl de 25 mM EDTA e incubado por 5 minutos a 65° C. Para a sintese do
cDNA, foram adicionados 1,0 ul de 50 uM oligo(dT)y e 1,0 ul de annealing buffer. As

amostras foram incubadas por 5 minutos a 65° C, seguidos por 1 minuto a 4° C. A cada
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amostra adicionamos 10,0 ul de 2x First-Strand Reaction Mix (10 mM MgCl, e 1 mM de
dNTP) e 2 ul Superscript III"™/Rnase out™ enzyme mix. As amostras foram aquecidas a

50° C por 50 minutos e a 85° C por 5 minutos e armazenadas a 20° C.

Verificacio da sintese de DNA complementar

A verificacdo da sintese de cDNA foi feita através de PCR para amplificacdo do
gene GAPDH. Realizamos as reagdes com: 5,0 ul de 10x PCR buffer (20 mM Tris-HCl,
500 mM KCl), 1,5 ul de 50 mM MgCly, 1,0 pl de 10 mM dNTPs, 1,0 pul de 10 mM de
primer GAPDH-F, 1,0 pl de 10 mM de primer GAPDH-, 1,0 ul de Taq DNA polimerase,
1,0 pl de cDNA e 39,5 ul de 4gua, para um volume final de 50 pl. O programa foi
iniciado por 2 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos: 94 °C/ 30 segundos — 58 °C/ 45
segundos — 72 °C/ 40 segundos, sendo finalizado por 72 °C/ 7 minutos. Os produtos

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1 % para verificacao da qualidade

do cDNA.

2.13. Desenho dos primers

Os primers utilizados nas reacdes foram desenhados através de consulta do site

www.invitrogen.com e uso do software ‘“Primer Express” (Applied Biosystems), e

analisados no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificacdo das

condig¢des de formagdo de estruturas como hairpins e dimers. Os primers utilizados neste

estudo estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1 . Seqiiéncia e tamanho dos fragmentos amplificados de cada par de primer
utilizado na amplificacdo dos genes estudados na técnica de PCR quantitativo em tempo

real.

. . Tamanho do
Seqiiéncia Primer

Gene fragmento
5'>37
amplificado
Gp91phox - F CATGCTGATCTTGCTGCCAGT 87 ob
Gp91phox -R TGTCTTCGAATTCTGGTTGAGC P
GAPDH - F CCTGCCAAGTATGATGACATCAA -
GAPDH - R AGCCCAGGATGCCCTTTAGT P

2.14. Padronizacoes necessdrias para o PCR quantitativo em tempo real

Concentracdo do primer

A concentragdo 6tima de primer a ser utilizada na PCR quantitativa em tempo real
deve ser a minima necessdria para permitir a duplicacdo de todas as cOpias do gene
presentes na amostra. Utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reacdes
contendo cada um dos primers (sense e anti-sense) na concentrag¢do final de 150, 300 e
600 nM (considerando que se utilizou a mesma quantidade de amostra em todas as
reacoes, o Ct ndo deve variar; se o aumento da concentracdo de primer ocasionou
diminuicdo de Ct, entdo a quantidade deste reagente na reacdo ainda era insuficiente).

Assim, a concentrac¢do 6tima escolhida foi a minima, associada ao menor Ct.
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Eficiéncia da reacdo

Para que a reacdo de PCR em tempo real seja confidvel e reprodutiva sio
necessdrias condi¢cdes 6timas de reacdo, ou seja, que as amplificacdes apresentem 100%
de eficiéncia de amplificacdo a cada ciclo, ocorrendo duplicacdo da amostra. A eficiéncia

de amplificacdo € obtida da férmula 10 1/slope)

, onde slope significa o valor da inclinacao
da curva (Meijerink et al, 2001). A otimizacdo acontece utilizando a concentracdo 6tima
de primer com 7 quantidades conhecidas de amostra, em escala logaritmica: 2 ng (2x10°),
6,32 ng (2x10%), 20 ng (2x10"), 63,2 ng (2x10'), 120 ng, 200 ng (2x10%) e 632 ng
(2x10*° ). Os resultados sdo utilizados para construcdo de uma curva padrdo Ct versus

quantidade de amostra. Portanto, apds a padronizaciao, determinamos que a concentragao

ideal dos primers fosse de 300 nM, sendo a eficiéncia de 99, 9%.

2.15. PCR quantitativo em Tempo Real — “Real Time PCR”

A técnica consiste no monitoramento Optico da fluorescéncia emitida durante a
reacdo de PCR (Higuchi et al., 1993), através da ligacao de uma sonda especifica ou uma
molécula intercalante de DNA na fita recém sintetizada. As reacdes, feitas sempre em
duplicata, foram realizadas utilizando o reagente SYBRGreen PCR Master Mix®
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), que além de conter todos os
reagentes necessarios para PCR (dNTPs, MgCL,, tampao, Taq Ampli-Gold), contém o
corante SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita necessério para a detec¢do da
reacdo ciclo a ciclo. A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi realizada no

equipamento ABI 5700 Sequence Detector System® (Applied Biosystems) em graficos
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de fluorescéncia versus nimero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima
do limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto
maior a expressao de um gene, ou seja, quanto maior o numero de cOpias no inicio da
reacdo, mais precocemente ocorre a amplificacao e, conseqiientemente, menor € o Ct. As
reacgoOes realizadas continham 12,5 ul do reagente SYBRGreen PCR Master Mix®, 10 ng
de amostra de cDNA e a concentracao 6tima de primer determinada, perfazendo um
volume final de 25 pl. As reag¢des foram preparadas em placas de 96 pocos (Sorenson,
BioScience Inc) com tampas plasticas que permitem a passagem de luz. O programa foi
iniciado por 95 °C/ 10 minutos, seguido de 45 ciclos: 95 °C/ 15 segundos — 60 °C/ 1
minuto. O gréfico resultante permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR
presentes em cada reacdo, devido a diferencas de melting temperature (TM) entre os
produtos de PCR amplificados; essa diferenca é causada pelo nimero e composi¢iao de

bases de cada produto.

2.16. Analise dos dados do Real Time

A expressdo do gene de interesse foi determinada de uma forma relativa, sendo
normalizada com relagc@o a genes chamados calibradores. No presente estudo foi utilizado
o GAPDH, que ¢ um gene constitutivo, ou seja, apresenta pouca variagdo entre diversas
condig¢des. Dos valores de Ct obtidos, foi calculada média aritmética das duplicatas do Ct.
A seguir foi subtraido o valor de Ct do gene de interesse com o valor do controle
endégeno da mesma amostra. Em seguida os valores foram normalizados em relacdo a

7z

amostra calibradora (AACt). O resultado obtido é submetido a formula 2("-AACt). Os
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dados foram expressos como fold change da expressio gé€nica quando comparado a

amostra calibradora.

2.17. Analise estatistica

Valores experimentais de contracdo foram calculados em relagdo a contracdo
médxima produzida pelo KCl (118 mM), e os valores de relaxamento em relacdo a
contracdo méaxima produzida pela fenilefrina (10 uM), os quais foram tomados como
100%. Valores de ECsy foram apresentados como o logaritmo negativo (pECs)
calculados pelo programa GraphPad Prism. Os resultados foram apresentados como
média + erro padrdo das médias. Para comparacdes multiplas de varidveis independentes
foi utilizado o teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni.
Teste t pareado de Student foi utilizado algumas vezes. O programa InStat (GraphPad
Software) foi utilizado para as andlises estatisticas. Valores de p<0.05 foram

considerados significativos.
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3.REUSULTADOS
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3.1. EFEITO DO TREINAMENTO FISICO NA REATIVIDADE DA
MUSCULATURA LISA CAVERNOSA

(Protocolo experimental n° 1)
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3.1.1. Peso corporal

A tabela 2 mostra que, ao final do programa de treinamento, os animais treinados
(C-TR) apresentaram um menor ganho ponderal (p < 0,05), quando comparados aos

animais sedentarios (C-SD).

Tablela 2. Peso corporal dos grupos controle sedentdrio (C-SD) e controle treinado (C-

TR). Valores iniciais e ap6s 8 semanas, seguindo protocolo experimental n° 1.

Grupos Peso corporal (g)

Inicial Final A%
C-SD 208 £ 6 397 £ 8 91
C-TR 200 £ 3 348 £7 * 74 *

Os dados representam as médias * erro padrdao da média para 8-10 ratos.

* p <0,05 comparado com o respectivo grupo C-SD.
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3.1.2. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo SNP e nitrito de sodio acidificado

(NaNO; acid.)

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcdo de
curvas concentragcdo-efeito aos doadores de NO, SNP e NaNO, acidificado, em corpo
cavernoso pré-contraido com fenilefrina (10 uM). A poténcia (pECsp) do SNP e NaNO,
acidificado ndo foram alteradas em nenhum dos grupos analisados (Figura 3). Entretanto,
o treinamento fisico aumentou significativamente a resposta maxima do SNP (C-TR: 95
+ 2%) e NaNO; acidificado (C-TR: 88 + 3%), quando comparados aos grupos controle

sedentario (C-SD: 83 + 3%, 62 + 4%, respectivamente; Figura 3).
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Figura 03. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP; 10 nM — 1 mM)
e ao nitrito de sédio acidificado (NaNO; acid; 100 nM — 100 uM) em corpo cavernoso de
ratos controle sedentario (C-SD) e controle treinado (C-TR). O relaxamento foi calculado
como porcentagem da contracao induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como
100%. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 4-6 experimentos. *p<

0,05 comparado com o grupo C-SD. Os valores de poténcia (pECsg) estdao inseridos no

interior de cada painel.
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3.1.3. Relaxamento de corpo cavernoso de ratos induzido pela acetilcolina

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construcdo de
curvas concentracao-efeito a acetilcolina (10 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos
pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Nem a poténcia (pECsg), nem a resposta maxima
da acetilcolina foi alterada pelo treinamento fisico (C-SD: 26 + 2; C-TR: 31 + 2; Figura

4).
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Figura 04. Curvas concentragdo-efeito a acetilcolina (10 nM - 1mM) em corpo cavernoso
de ratos controle sedentario (C-SD) e controle treinado (C-TR). O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi
tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrio da média de 5

experimentos. Os valores de poténcia (pECsp) estdo inseridos no interior do painel.
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3.1.4. Contragdo de corpo cavernoso de ratos induzida pela fenilefrina e ET-1

A contracdo foi avaliada através da construciao de curvas concentragdo-efeito a
fenilefrina (10 nM — 100 uM) e ET-1 (10 pM — 100 nM) em corpos cavernosos de
ratos. Nem as poténcias (pECsp) nem as respostas maximas para ambos os agentes

contréteis foram alteradas pelo treinamento fisico (Figura 5).
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Figura 05. Curvas concentracdo-efeito a fenilefrina (10 nM — 100 uM) e endotelina-1 (1
pM — 100 nM) em corpo cavernoso de ratos controle sedentdrio (C-SD) e controle
treinado (C-TR). A contracdo foi calculada como porcentagem da contracdo induzida
pelo KC1 (118 mM), que foi tomado como 100%. Os dados representam as médias + erro
padrdo da média de 5-9 experimentos. Os valores de poténcia (pECsp) estdo inseridos no

interior de cada painel.
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3.1.5. Contracgdo e relaxamento induzido pela estimulacdo elétrica (EFS)

A resposta neurogénica foi analisada pela estimulagcdo elétrica avaliando as
respostas relaxantes e contrateis das preparagdes de corpos cavernosos de ratos, através
da construcdo de curvas frequéncia-efeito (2-32 Hz). A estimulagcdo elétrica da
preparacdo produziu contragdo frequéncia-dependente nos animais sedentarios, que nao
foram modificadas pelo treinamento fisico (Figura 6A).

O relaxamento neurogénico foi avaliado em tecidos pré-contraidos com
fenilefrina (10 pM). A estimulacdo elétrica da preparacdao induziu relaxamento
frequéncia-dependente nos animais sedentdrios. O treinamento fisico aumentou
significativamente o relaxamento nas freqiiéncias de 2 e 4 Hz, comparado com as

respectivas freqiiéncias no grupo C-SD (Figura 6B).
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Figura 06. Contracio (painel A) e relaxamento (painel B) de corpo cavernoso de rato
induzido por estimulagdo elétrica (2 — 32 Hz) em animais controle sedentario (C-SD) e
controle treinado (C-TR). Para a resposta contrétil, tomou-se a contragao do KCI (118
mM) como 100%, ao passo que para a resposta relaxante, tomou-se a pré-contracdo pela
fenilefrina (10 uM) como 100%, como descrito em Métodos. Os dados representam as

médias * erro padrao da média de 4-6 experimentos. *p<0,05 comparado com o grupo C-

SD.
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3.2. EFEITO DO PRE-CONDICIONAMENTO FISICO NA FUNCAO
ERETIL DE RATOS DEFICIENTES CRONICOS DE NO

(Protocolo experimental n° 2)
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3.2.1. Peso corporal

A tabela 3 mostra que, ao final do protocolo experimental, os animais sedentérios
(C-SD e LN-SD) apresentaram um maior ganho ponderal (p<0,05) quando comparados
com os respectivos grupos treinados (C-TR e LN-TR), independentemente de terem sido
tratados ou ndao com L-NAME. Entre os grupos treinados, ndo houve diferencas
significativas. Entre os grupos sedentdrios, também nao houve diferencas significativas,

quando comparado com os demais grupos de animais sedentdrios (Tabela 3).

Tabela 3. Peso corporal dos grupos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-
TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores iniciais e ap6s

8 semanas, seguindo o protocolo experimental n° 2.

Peso corporal (g)
Grupos Inicial Final A%
C-SD 2046 402 £8 97
C-TR 202 +5 359 £ 7* 78*
LN-SD (2 mg) 195 +4 414 +4 112
LN-TR (2 mg) 199 + 3 367 + 6% * 84 *
LN-SD (10 mg) 2002 411 +8 120
LN-TR (10 mg) 203 +3 357 £ 7% " 75% *

Os dados representam as médias * erro padrao da média para 10-16 ratos.

#p<0,05 comparado ao grupo C-SD; *p<0,05 comparado ao grupo LN-SD (2 e 10 mg).
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3.2.2. Pressdo arterial sistolica

A tabela 4 mostra que a adicdo de L-NAME a dieta hidrica, nas doses de 2 e 10
mg/rato/dia, elevou em 19% e 40%, respectivamente, a pressao arterial dos ratos LN-SD.
O treinamento fisico atenuou significativamente a hipertensdo arterial induzida pelo L-
NAME (LN-TR), tanto nas doses de 2 quanto de 10 mg/rato/dia. O treinamento fisico (C-
TR), individualmente, ndo modificou significativamente a pressdo arterial dos ratos

sedentérios (C-SD).

Tabela 4. Pressdo arterial sist6lica dos grupos controle sedentdrio (C-SD), controle
treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores

iniciais e apds 8 semanas seguindo o protocolo experimental n° 2.

Pressdo arterial sistolica (mmHg)

Grupos Inicial Final A%
C-SD 126 + 1 128 + 1 1
C-TR 127 £2 132 +2 4
LN-SD (2 mg) 129 +2 154 + 1% 19%
LN-TR (2 mg) 126 + 1 135 + 2* 7*
LN-SD (10 mg) 125+ 1 175 + 2% 40%
LN-TR (10 mg) 126 +2 141 + 2* 12*

O dado representa as médias + erro padrao da média para 8-10 experimentos.

#p<0,05 comparado ao grupo C-SD; *p<0,05 comparado ao grupo LN-SD (2 e 10 mg).
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3.2.3. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pelo SNP

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcdo de
curvas concentracio-efeito ao SNP (10 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM). A poténcia (pECsp) do SNP ndo foi afetada pelo
treinamento e/ou tratamento com 2 mg/rato/dia de L-NAME (Figura 7A). Entretanto, a
resposta maxima ao SNP aumentou nos grupos submetidos ao treinamento (C-TR: 98 +
1%; LN-TR: 95 + 1%), comparados com os grupos C-SD (89 + 1%) e LN-SD (88 + 3% -
Figura 7A). Resultados semelhantes foram observados no grupo de animais tratados com
10 mg/rato/dia de L-NAME (Figura 7B), onde a pECsp ndo foi afetada pelo treinamento
e/ou tratamento com L-NAME, mas a resposta maxima foi discretamente (mas

significante) elevada.
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Figura 07. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP; 10 nM — 1 mM)
em corpo cavernoso de ratos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-
NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os ratos foram tratados com
L-NAME nas concentragdes de 2 mg/rato/dia (painel A) ou 10 mg/rato/dia (painel B). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da
média de 6-8 experimentos. *p<0,05 comparado com o grupo C-SD; * p<0,05 comparado
com o grupo LN-SD. Os valores de poténcia (pECsp) estao inseridos no interior de cada

painel.
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3.2.4. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pela acetilcolina

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construgdo de
curvas concentracao-efeito a acetilcolina (10 nM — 1 mM) em corpo cavernoso de ratos
pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). No grupo de animais tratados com 2mg/rato/dia
de L-NAME, a poténcia (pECsp) da acetilcolina ndo foi alterada em animais submetidos
ao treinamento e/ou tratamento (Figura 8A). No entanto, o treinamento fisico promoveu
aumento discreto, porém significativo da resposta maxima a acetilcolina em relagdo aos
grupos de ratos sedentdrios (Figura 8A).

No grupo de ratos submetidos ao tratamento com 10 mg/rato/dia de L-NAME
(Figura 8B), a poténcia da acetilcolina em corpo cavernoso ndo foi alterada nos animais
submetidos ao treinamento (C-TR), comparada ao grupo C-SD. Entretanto, nesta dose de
L-NAME, houve redugdo significativa da poténcia da acetilcolina nos animais
sedentdrios (LN-SD) como treinados (LN-TR; Figura 8B). A resposta maxima a
acetilcolina foi reduzida nos animais sedentdrios submetidos a esta dose de L-NAME
(LN-SD), comparada aos grupos C-SD. Esta reducdo foi significativamente revertida pelo

treinamento fisico (grupo LN-TR; Figura 8B).
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Figura 08. Curvas concentracio-efeito a acetilcolina (10 nM — 1 mM) em corpo
cavernoso de ratos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME
sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os ratos foram tratados com L-
NAME nas concentragdes de 2 mg/rato/dia (painel A) ou 10 mg/rato/dia (painel B). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contrag¢do induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da
média de 5-7 experimentos. *p<0,05 comparado com o grupo C-SD; *p<0,05 comparado
com o grupo LN-SD. Os valores de poténcia (pECsp) estao inseridos no interior de cada

painel.
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3.2.5. Relaxamento de corpo cavernoso de ratos induzido pelo BAY 41-2272

O relaxamento mediado pelo estimulador direto da GCs por mecanismo
independente de NO foi avaliado através da constru¢do de curvas concentracao-efeito ao
BAY 41-2272 (1 nM — 10 uM) em corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com
fenilefrina (10 uM). Nem a poténcia (Figura 9A), nem a resposta maxima do BAY 41-
2272 (Figura 9A) foi alterada pelo treinamento e/ou tratamento cronico com L-NAME na
dose de 2 mg/rato/dia.

De modo similar, nem a poténcia nem a resposta mdxima do BAY 41-2272 foi
alterada pelo treinamento e/ou tratamento cronico com 10 mg/rato/dia de L-NAME

(Figura 9B).
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Figura 09. Curvas concentracdo-efeito ao BAY 41-2272 (1 nM - 10 uM) em corpo
cavernoso de ratos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME
sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os ratos foram tratados com L-
NAME nas concentragdes de 2 mg/rato/dia (painel A) ou 10 mg/rato/dia (painel B). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10
uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias * erro padrdo da
média de 5-8 experimentos. Os valores de poténcia (pECsp) estdo inseridos no interior de

cada painel.
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3.2.6. Relaxamento de corpo cavernoso de ratos induzido pelo sildenafil

O relaxamento produzido pelo inibidor seletivo da PDES foi avaliado através da
constru¢do de curvas concentragdo-efeito ao sildenafil (1 nM - 10 uM) em corpo
cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Nem a poténcia, nem a
resposta maxima ao sildenafil foi afetada pelo treinamento e/ou tratamento com L-NAME
na dose de 2 mg/rato/dia (Figura 10A).

Resultados semelhantes foram obtidos no grupo de ratos tratados com L-NAME
10 mg/rato/dia, onde nem a poténcia nem a resposta méxima ao sildenafil foi afetada pelo

treinamento e/ou tratamento com L-NAME (Figura 10B).
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Figura 10. Curvas concentragdo-efeito ao sildenafil (1 nM - 10 uM) em corpo cavernoso
de ratos controle sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-
SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os ratos foram tratados com L-NAME nas
concentracdes de 2 mg/rato/dia (painel A) ou 10 mg/rato/dia (painel B). O relaxamento
foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi
tomada como 100%. Os dados representam as médias * erro padrio da média de 5-8

experimentos. Os valores de poténcia (pECsp) estdo inseridos no interior de cada painel.
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3.2.7. Relaxamento de corpo cavernoso de ratos induzido pela EFS

O relaxamento evocado pela estimulacdo elétrica das preparagdes de corpo
cavernoso foi avaliado através da construcdo de curvas crescentes de freqiiéncias (2, 4, 8,
16, 32 Hz) em tecidos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). A estimulagdo elétrica da
preparacao produziu relaxamento dependente da freqii€éncia nos animais sedentérios (C-
SD - Figura 11A), sendo este efeito reduzido, porém nao significativamente nos animais
tratados com 2 mg/rato/dia de L-NAME (LN-SD). O treinamento fisico (C-TR)
aumentou significativamente o relaxamento, comparado aos animais C-SD nas
freqiiéncias de 8, 16 e 32 Hz, e atenuou a inibi¢cao produzida pelo L-NAME (LN-TR). No
grupo de animais tratados com 10 mg/rato/dia de L-NAME (LN-SD), notamos também
redugdo marcante e significativa do relaxamento nas freqii€ncias de 8 a 32 Hz em relacao
ao grupo controle sedentdrio (C-SD - Figura 1IB). O treinamento fisico (C-TR)
promoveu um aumento significativo do relaxamento frequéncia-dependente, comparado
ao grupo C-SD. Além disso, o treinamento fisico reverteu significativamente a inibicao

do relaxamento causada pelo L-NAME (LN-TR - Figura 11B).
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Figura 11. Relaxamento de corpo cavernoso induzido por estimulagdo elétrica (EFS) em
animais controle sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-
SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os ratos foram tratados com L-NAME nas
concentracdes de 2 mg/rato/dia (painel A) ou 10 mg/rato/dia (painel B). O relaxamento
foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi
tomada como 100%. Os dados representam as médias = erro padrdo da média de 7-9

experimentos. *p<0,05 comparado com o grupo C-SD; *p<0,05 comparado com o grupo
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3.2.8. Medidas de pressao intracavernosa “ in vivo”

O treinamento fisico (C-TR) aumentou significativamente a razao ICP/MAP nas
maiores freqiiéncias (6, 8 e 10 Hz) comparado ao grupo controle sedentario (C-SD). O
tratamento com L-NAME reduziu significativamente a razio ICP/MAP dos animais
comparado ao grupo C-SD em todas as freqiiéncias utilizadas. Entretanto, apesar de se
notar uma tendéncia de “melhora” da ICP/MAP pelo treinamento no grupo L-NAME
(LN-TR) em todas as freqii€éncias, a andlise estatistica ndo mostrou diferencas entre os
grupos LN-SD e LN-TR (Figura 12A).

A figura 12B mostra que o treinamento fisico aumentou significativamente a
AUC nas maiores freqii€éncias utilizadas (6, 8 e 10 Hz), comparada ao grupo controle
sedentario (C-SD). O tratamento com L-NAME reduziu significativamente a AUC dos
animais comparado ao grupo C-SD, particularmente nas freqiiéncias de 4 ¢ 6 Hz. O
treinamento fisico (LN-TR) reverteu significativamente a reducdo da AUC proporcionada

pelo L-NAME (Figura 12B).
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Figura 12. Avaliacdo da resposta erétil in vivo pela estimulagdo do nervo cavernoso de
ratos grupos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario
(LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores da razdo pressao intracavernosa dividida
pela pressao arterial média (ICP/MAP; painel A) e drea sobre a curva (AUC — painel B).
Os ratos foram tratados com L-NAME na concentracdo de 10 mg/rato/dia. Os dados
representam as médias * erro padrdo da média de n experimentos. *p<0.05 comparado ao

grupo C-SD; #p<0.05 comparado ao grupo LN-SD; 'p<0.05 comparado ao grupo C-TR.
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3.2.9. Niveis plasmadticos de NOx

O treinamento fisico aumentou significativamente os niveis plasméticos de NOx
(C-TR), quando comparado ao grupo controle sedentario (C-SD). Os animais submetidos
ao tratamento cronico com L-NAME apresentaram reducdo significativa dos niveis
plasméticos de NOx (LN-SD), quando comparados ao grupo C-SD. Esta reducdo causada
pelo L-NAME foi significativamente revertida pelo treinamento fisico (LN-TR - Figura

13).
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Figura 13. Concentracdo plasmadtica de nitrito/nitrato (NOx) em animais controle
sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME
treinado (LN-TR), submetidos ao programa de treinamento. Os ratos foram tratados com
L-NAME na concentragcdo de 10 mg/rato/dia. Os dados representam as médias + E.P.M.
para n experimentos. *p<0,05 comparado ao grupo C-SD; #p<0,05 comparado ao grupo

LN-SD; 'p<0.05 comparado ao grupo C-TR.

123



3.2. EFEITO DO POS-TREINAMENTO NA FUNCAO ERETIL DE
RATOS DEFICIENTES CRONICOS DE NO

(Protocolo experimental n° 3)

125



3.3.1. Peso corporal

A tabela 5 mostra que, ao final do protocolo experimental, os animais sedentérios
(C-SD e LN-SD) apresentaram um maior ganho ponderal (p<0,05) quando comparados
aos animais treinados (C-TR e LN-TR), independentemente de terem sido tratados ou ndo
com L-NAME. Entre os grupos treinados, ndao houve diferengas significativas.
Igualmente, entre os grupos sedentdrios (C-SD e LN-SD), ndo houve diferengas

significativas do peso corpdreo.

Tabela 5. Peso corporal dos ratos controle sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR),
L-NAME sedentdrio (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores iniciais e apds 8

semanas, seguindo o protocolo experimental n°® 3.

Peso corporal (g)
Grupos Inicial Final A%
C-SD 206 = 10 395+4 92
C-TR 200 + 4 357+9 * 78%*
LN-SD (10 mg) 202 +£7 427 £ 10 112
LN-TR (10 mg) 201 +7 359+9* 79 *

Os dados representam as médias * erro padrdao da média para 12-15 ratos.

*#p<0.05 comparado ao grupo C-SD; *p<0.05 comparado ao grupo LN-SD.
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3.3.2. Pressdo arterial sistolica

A tabela 6 mostra que o L-NAME, na dose de 10 mg/rato/dia, elevou em 57% a
pressdo arterial dos animais sedentdrios (LN-SD). O treinamento fisico atenuou
significativamente a hipertensao arterial induzida pelo L-NAME (LN-TR). O treinamento
fisico (C-TR), individualmente, ndo modificou significativamente a pressao arterial dos

ratos sedentarios (C-SD).

Tabela 6. Pressdo arterial sistlica dos ratos controle sedentario (C-SD), controle
treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores

iniciais e apds 8 semanas, seguindo o protocolo experimental n° 3.

Pressdo arterial sistolica (mmHg)

Grupos Inicial Final A%
C-SD 127+ 1 129 £2 2
C-TR 126 £2 128 +3 1
LN-SD (10 mg) 124 + 1 195 £4 * 57 *
LN-TR (10 mg) 125+2 170 £ 5*7 36 %7

Os dados representam as médias * erro padrdao da média para 8-10 ratos.
*#p<0.05 comparado ao grupo C-SD; *p<0.05 comparado ao grupo LN-SD; p<0.05

comparado ao grupo C-TR.
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3.3.3. Relaxamento de corpo cavernoso de ratos mediado pelo SNP

A poténcia (pECsp) do SNP em corpo cavernoso de ratos nao foi afetada pelo
treinamento e/ou tratamento com 10 mg/rato/dia de L-NAME (Figura 14). Entretanto, a
resposta midxima ao SNP aumentou significativamente nos grupos submetidos ao
treinamento (C-TR: 98 + 2% e LN-TR: 97 £+ 2%), comparado com os grupos sedentarios

(C-SD: 89 £ 1% e LN-SD: 88 + 3%; respectivamente - Figura 14).
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Figura 14. Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP; 10 nM — 1 mM)
em corpo cavernoso de ratos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-
NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). O relaxamento foi calculado
como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como
100%. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 6-8 experimentos. Os

valores de poténcia (pECsp) estao inseridos no interior do painel.
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3.3.4. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pela acetilcolina

A poténcia (pECsp) da acetilcolina em corpo cavernoso ndo foi alterada nos
animais submetidos ao treinamento (C-TR), comparada ao grupo controle sedentario (C-
SD). O tratamento cronico com L-NAME, na dose de 10 mg/rato/dia, promoveu reducio
significativa da poténcia da acetilcolina em animais sedentdrios e treinados (LN-SD e
LN-TR) comparado ao grupo C-SD (Figura 15). A resposta maxima a acetilcolina foi
reduzida pelo tratamento com L-NAME nos animais sedentdrios (LN-SD: 31 + 2%),
comparada ao grupo C-SD (47 + 3%). A redugdo causada pelo L-NAME foi atenuada

significativamente pelo treinamento fisico (LN-TR: 46 + 2% - Figura 15).
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Figura 15. Curvas concentracio-efeito a acetilcolina (10 nM — 1 mM) em corpo
cavernoso de ratos controle sedentdario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME
sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). O relaxamento foi calculado como
porcentagem da contracdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%.
Os dados representam as médias + erro padrao da média de 7-8 experimentos. Os valores
de poténcia (pECsg) estdo inseridos no interior do painel. *p<0,05 comparado com o

grupo C-SD.
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3.3.5. Relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pela EFS

A figura 16 mostra que a estimulacdo elétrica da preparacdo produziu
relaxamento dependente da freqii€éncia nos animais sedentarios (C-SD), sendo este
efeito significativamente reduzido nos animais tratados com 10 mg/rato/dia de L-
NAME (LN-SD) para as maiores freqiiéncias (8, 16 e 32 Hz). Essa redu¢do promovida
pelo L-NAME foi significativamente revertida pelo treinamento fisico (LN-TR;

Figura 16).
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Figura 16. Relaxamento de corpo cavernoso induzido por estimulacdo elétrica (EFS) em
animais controle sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-
SD) e L-NAME treinado (LN-TR). O relaxamento foi calculado como porcentagem da
contragdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados
representam as médias * erro padrao da média de 6-8 experimentos. *p<0,05 comparado

com o grupo C-SD; #p<0,05 comparado com o grupo LN-SD.
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3.3.6. Medidas de pressdao intracavernosa “ in vivo”

O treinamento fisico ndo alterou significantemente a razio ICP/MAP (C-TR)
comparado ao grupo controle sedentéario (C-SD) em nenhuma das freqii€ncias utilizadas.
O tratamento com L-NAME (LN-SD) reduziu significativamente a ICP/MAP dos
animais comparado ao grupo C-SD. Entretanto, o treinamento fisico (LN-TR) reverteu
significativamente a reducdo da razdo ICP/MAP proporcionada pelo tratamento com L-
NAME (Figura 17A).

Em relagdo a AUC, o treinamento fisico nao alterou a AUC (C-TR) comparado
ao grupo controle sedentirio (C-SD). O tratamento com L-NAME reduziu
significativamente a AUC dos animais comparado ao grupo C-SD. Entretanto, o
treinamento fisico (LN-TR) reverteu significativamente a reducdo da AUC proporcionada

pelo L-NAME (Figura 17B).
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Figura 17. Avaliacido da resposta erétil pela estimulacdo do nervo cavernoso de ratos
controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-
NAME treinado (LN-TR). O painel A mostra a razao ICP/MAP, ao passo que o painel B
mostra a AUC. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 4 — 8§
experimentos. *p<0.05 comparado ao grupo C-SD; *p<0.05 comparado ao grupo LN-SD;
'p<0.05 comparado ao grupo C-TR.
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3.3.7. Niveis plasmadaticos de NOx

A atividade fisica ndo promoveu alteragdo dos niveis plasméticos de NOx (C-TR),
quando comparado ao grupo controle sedentirio (C-SD). No entanto, os animais
submetidos ao tratamento cronico com L-NAME (LN-SD) apresentaram reducdo
significante dos niveis plasmaticos de NOx quando comparados com o grupo C-SD. O
treinamento fisico atenuou a redu¢do induzida pelo tratamento com L-NAME (LN-TR -

Figura 18).

C-SD C-TR LN-SD LN-TR

Figura 18. Concentracdo plasmadtica de nitrito/nitrato (NOx) em animais controle
sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME
treinado (LN-TR). Os dados representam as médias + E.P.M. para n experimentos.

*p<0,05 comparado ao grupo C-SD.
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3.3.8. Expressdo protéica da nNOS e PnNOS
Os animais treinados (C-TR e LN-TR) ndo mostraram alteracio da expressao

protéica das isoformas nNOS e PnNOS comparado aos grupos sedentarios (C-SD e LN-

SD; Figura 19).
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Figura 19. Expressdo protéica da nNOS e PnNOS em corpo cavernoso de animais
controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-
NAME treinado (LN-TR). Western blotting representativo para nNOS e PnNOS (painel
A), densitometria para nNOS (painel B) e PnNOS (painel C). Os dados representam as

médias + E.P.M. para 8 experimentos.
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3.3.9. Expressdo protéica do residuo da nitrotirosina

A expressao protéica do residuo da nitrotirosina (proteinas de 60 e 92 kDa) foi
realizada em corpo cavernoso de ratos tratados com L-NAME, submetidos ou ndo ao
treinamento fisico. Os animais treinados (C-TR) ndo apresentaram alteracOes da
expressao da proteina de 60 kDa comparado com o grupo C-SD. Os animais submetidos
ao tratamento com L-NAME (LN-SD) apresentaram um discreto aumento na expressao
da proteina de 60 kDA; porém este aumento ndo foi estatisticamente significativo (Figura
20A ¢ C).

Avaliando a expressiao da proteina de 92 kDA, verificamos um aumento
significativo no grupo L-NAME (LN-SD), comparado com o grupo C-SD. Além disso, o
treinamento fisico reverteu o aumento da expressdo desta proteina observado nos animais

submetidos ao tratamento cronico com L-NAME (Figura 20A e B).
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Figura 20. Expressdo protéica da nitrotirosina em corpo cavernoso de animais controle
sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME
treinado (LN-TR). O painel A ilustra o Western blotting representativo para nitrotirosina.
Os painéis B e C ilustram a densitometria para proteina de 92 kDA e 60 kDA,
respectivamente. Os dados representam as médias + E.P.M. para 8 experimentos. *p<0,05

comparado ao grupo C-SD; #p<0,05 comparado com o grupo LN-SD
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3.3.10. Expressdo protéica da SOD

Os animais treinados (C-TR e LN-TR), independentemente do tratamento cronico
com L-NAME, ndo mostraram alteragdo da expressao protéica da SOD-1 ou CuZnSOD,

comparado aos respectivos controles (C-SD e LN-SD) (Figura 21).
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Figura 21. Expressao protéica da superéxido dismutase SOD-1 ou CuZnSOD em corpo
cavernoso de animais controle sedentario (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME
sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Western blotting representativo para
SOD-1 (painel A) e densitometria para SOD-1 (painel B). Os dados representam as

médias + E.P.M. para 8 experimentos.
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3.3.11. Atividade plasmadtica da SOD

A atividade da SOD foi medida em plasma de animais controle-sedentério (C-
SD), controle-treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-
TR). O treinamento fisico (C-TR) ndo promoveu altera¢do na atividade da SOD, quando
comparado ao grupo C-SD. No entanto, o tratamento cronico com L-NAME (LN-SD)
reduziu significativamente (34%) a atividade plasmdtica da SOD, comparada aos animais
C-SD. Esta reducdo de atividade da SOD foi atenuada (24%) pelo treinamento fisico

(LN-TR; Figura 22).
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Figura 22. Atividade plasmatica da superéxido dismutase (SOD) em animais controle-
sedentario (C-SD), controle-treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME
treinado (LN-TR). Os dados representam as médias + E.P.M. para 6-9 experimentos.

*p<0,05, comparado ao grupo C-SD.
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3.3.12. Expressdao génica da gp91phox

A expressdao génica da subunidade catalitica da NADPH oxidase, gp91phox, foi
avaliada em tecido cavernoso de animais controle sedentarios (C-SD), controle treinado
(CTR), L-NAME sedentdrio (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). O treinamento
fisico (C-TR) ndo promoveu alteracdo na expressao da gp91phox, quando comparado ao
grupo C-SD. No entanto, os animais tratados com L-NAME (LN-SD) apresentaram
aumento significativo na expressdao da gp91phox, comparada aos animais C-SD. Este
aumento da expressdo da gp9lphox foi significativamente revertido pelo treinamento

fisico (LN-TR; Figura 23).
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Figura 23. Expressdo génica do componente da NAD(P)H oxidase (gp91phox) em
animais controle-sedentario (C-SD), controle-treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-
SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Os dados representam as médias + E.P.M. para n
experimentos. *p<0,05, comparado ao grupo C-SD; *p< 0,05, comparado com o grupo

LN-SD; "p< 0,05, comparado com o grupo C-TR.
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4.DISCUSSAO
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Neste trabalho, procuramos investigar os efeitos do treinamento fisico regular na
funcdo erétil de ratos sadios e deficientes cronicos de NO. Na primeira etapa (protocolo
experimental n° 1), avaliamos a influéncia do treinamento fisico na funcéo erétil de ratos
sauddveis normotensos, e demonstramos que a atividade fisica por 8 semanas
desempenha efeito benéfico pois amplifica a resposta funcional de corpos cavernosos de
ratos mediada pelo NO.

Estd bem estabelecido que a atividade fisica modifica a atividade simpatica e
parassimpética em animais de laboratdrios e humanos (Krieger et al., 1998). No entanto,
poucos estudos focaram a influéncia do treinamento fisico no sistema ndo-adrenérgico
nao-colinérgico (Schifter et al., 1995, Gharakhanlou et al., 1999), e nenhum procurou
avaliar o relaxamento nitrérgico em tecido erétil. Considerando que o NO derivado da
nNOS ¢é fundamental para a resposta relaxante do tecido cavernoso (Andersson &
Wagner 1995), especulamos que o aumento do relaxamento do corpo cavernoso de rato
apos programa de treinamento dindmico era conseqiiéncia de aumento da atividade da
nNOS ao nivel de fibras nitrérgicas do tecido erétil ou de aumento na transducgdo de sinal
NO-GMPc na musculatura lisa vascular. Nossos resultados mostraram que a atividade
fisica aumentou a resposta relaxante aos doadores de NO, SNP e NaNO, acidificado, bem
como a estimulacdo elétrica (relaxamento nitrérgico). Sabe-se que esses compostos
ativam diretamente a GCs, levando a formagdo e aumento dos niveis de GMPc na
musculatura lisa vascular (Denninger et al., 1999). Assim, estes achados com o NaNO;
acidificado, SNP e EFS sugerem que a amplificacio do relaxamento dos corpos
cavernosos pelo treinamento fisico é devido a mecanismos independentes de endotélio.

Estudo prévio mostrou que a ativagdo da nNOS inicia o processo de ere¢do peniana,
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enquanto o NO derivado da eNOS sustentaria o processo erétil (Hurt et al., 2002).
Entretanto, em nosso estudo, observamos que nem a poténcia nem a resposta maxima ao
agonista muscarinico, ACh, foi alterada significativamente apds 8 semanas de
treinamento fisico. Considerando a baixa poténcia (da ordem de 5) e resposta mdxima (da
ordem de 30%) da ACh em corpo cavernoso de ratos sedentdrios e treinados, nossos
resultados sugerem a existéncia de uma pequena populacdo de receptores muscarinicos
neste tecido. Esses dados estdo de acordo com a baixa resposta relaxante induzida pelo
agonista muscarinico, carbacol, em corpo cavernoso de ratos (Hedlund et al., 1999).

Alguns estudos t€ém mostrado uma diminui¢do da sensibilidade ao agonista o-
adrenérgico, noradrenalina, em artérias corondrias e aorta apos atividade fisica (Wiegman
et al., 1981; Johnson et al., 2000). No entanto, nossos resultados nido mostraram
alteracdes na sensibilidade do tecido erétil em resposta a fenilefrina, indicando que, neste
tecido em particular, o treinamento fisico ndo induz alteragdes na acdo vasoconstritora
mediada pelos a-adrenoceptores. Em corpo cavernoso de ratos, a ET-1 exerce acdo
vasoconstritora pela ativagdo dos receptores ET4 associados a via da RhoA/Rho-kinase
(Wingard et al.,, 2003). Em nosso estudo, a ET-1 exerceu uma potente agdo
vasoconstritora no corpo cavernoso de ratos sedentdrios que ndo foi alterada pelo
treinamento fisico, indicando que a atividade fisica ndo modifica a resposta contratil
mediada pela ativagdo de receptores ETx.

Alguns estudos epidemioldgicos t€ém mostrado uma forte associacdo entre
disfungdo erétil e hipertensao arterial, onde se sugere que a deficiéncia de NO € a
principal causa da disfuncdo erétil nesta condi¢do patolégica (Muller et al., 1991; Burnett

1997; Aranda et al., 2004). Aproximadamente 30% dos pacientes hipertensos possuem
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algum nivel de disfuncdo erétil, que estd diretamente relacionado a gravidade e periodo
da hipertensdo arterial (Burchardt et al., 2000). Assim, na segunda etapa deste trabalho,
analisamos o efeito do pré-condicionamento fisico na funcdo erétil de ratos deficientes de
NO. Nossos resultados mostraram que o pré-condicionamento fisico por 8 semanas
atenuou a hipertensdo arterial causada pelo tratamento prolongado com L-NAME.
Resultados semelhantes foram encontrados por Kuru et al (2002), que demonstraram que
o treinamento fisico previne o aumento da pressdo arterial em ratos hipertensos
submetidos ao tratamento cronico com L-NAME. O treinamento fisico também previne o
aumento de pressdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR; Horta et al.,
2005), enfatizando o efeito protetor do exercicio fisico na hipertensdo arterial. No
entanto, os mecanismos responsaveis por este efeito ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Tem sido sugerido que o treinamento fisico “melhora” a fun¢do vascular devido a fatores
vasculares dependentes e independentes de endotélio (Kingwell., 2000; Maiorana et al.,
2000). O exercicio fisico regular é recomendado como terapia ndo farmacoldgica na
prevencdo primadria da hipertensdo e de outras doencas cardiovasculares, sendo conhecido
como agente hipotensor, tanto em humanos como em modelos animais (Brum et al.,
2000; Kokkinos et al., 2001; Chrysohoou et al., 2003).

Em nosso estudo, o pré-condicionamento fisico promoveu uma “melhora” na
funcdo erétil dos animais deficientes cronicos de NO em resposta ao SNP, ACh, estimulo
elétrico (in vitro) e pressdo intracavernosa (in vivo). Para avaliarmos os efeitos do
treinamento no relaxamento de corpo cavernoso independente da liberacdo de NO
enddgeno, avaliamos a resposta relaxante do SNP. Observamos que o relaxamento

maximo induzido pelo SNP foi significativamente aumentado pelo treinamento, mesmo
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quando associado ao tratamento com 2 ou 10 mg de L-NAME. O aumento da resposta
maxima do SNP em ratos deficientes cronicos de NO sugere que a atividade fisica altera
a sensibilidade da sinalizacdo da GCs. Esses dados corroboram com dados apresentados
na primeira etapa do trabalho, onde o treinamento fisico ampliou o relaxamento devido a
ativacdo da via de sinalizagdo NO-GMPc. Diante destes resultados, decidimos investigar
o efeito relaxante de um estimulador da GCs independente de NO, o BAY 41-2272, e um
inibidor seletivo da PDES, o sildenafil. Nossos resultados mostraram que o treinamento
e/ou tratamento com L-NAME ndo afetaram nem a poténcia nem a resposta mdxima do
BAY 41-2272. O fato de ndo observarmos o mesmo perfil de resposta para o SNP e o
BAY 41-2272 pode ser devido a capacidade do NO de ativar a GCs num sitio de ligacao
diferente da do BAY 41-2272 (Kosarikov et al., 2001). Além disso, recentemente foi
descrito que o BAY 41-2272, além de estimular a GCs, promove inibicdo da PDES5
(Mullershausen et al., 2004). A PDES é a enzima responsdvel pelo controle do
metabolismo do GMPc no corpo cavernoso (Corbin 2004). O sildenafil aumenta os niveis
intracelulares de GMPc, potencializando o relaxamento dependente de NO in vitro € in
vivo em ratos (Schafer et al., 2008). Em nosso estudo, o sildenafil produziu um
relaxamento dependente da concentracao; porém, nem a poténcia nem a resposta mixima
ao sildenafil foram alteradas pelo treinamento fisico. Assim, a PDES parece ndo estar
envolvida na amplificacdo da resposta relaxante de corpo cavernoso de ratos apds O
programa de pré-condicionamento fisico. Além disso, Jackson (2005) demonstrou que o
exercicio fisico ndo promove alteracoes hemodindmicas em resposta aos inibidores da

PDES, sildenafil, vardenafil e tadalafil, em pacientes com isquemia. Sugerindo assim, que
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o exercicio fisico ndo promove alteragcdes hemodinamicas e funcionais ao ser associado a
um inibidor de PDES.

Como mencionado acima o NO nitrérgico desempenha papel fundamental na
regulacdo do tonus vascular, sendo considerado atualmente o principal mediador do
relaxamento neurogénico do musculo liso peniano (Andersson, 2001). Estudo prévio
mostrou que o endotélio libera NO em resposta a ACh no pénis (Saenz de Tejada et al.,
1988). Entretanto, a remocao do endotélio sinusoidal do tecido cavernoso ndo previne o
relaxamento nitrérgico (Ignarro et al.,, 1990; Kim et al., 1993), sendo provavel que o
endotélio sinusoidal, através da liberacdo de NO, apenas auxilie na erecdo peniana
(Blanco et al., 1988; Knispel et al., 1991). Assim, decidimos investigar o efeito do pré-
condicionamento no relaxamento induzido pela ACh e pelo EFS em animais controles e
deficientes cronico de NO. Observamos que a resposta relaxante induzida pela ACh e
EFS foi reduzida pelo tratamento com L-NAME (2 e 10 mg), que parece se correlacionar
com o grau de hipertensdo arterial. Em nosso estudo, embora as doses de L-NAME
tenham elevado significativamente a pressdo arterial, os relaxamentos induzidos pela
ACh e EFS ndo foram totalmente abolidos, indicando que o tratamento com L-NAME
ndo causa inibicdo total das NOS ao nivel de tecido erétil. Além disso, a reducdo da
resposta relaxante causada pelo tratamento cronico com L-NAME (2 e 10 mg) foi
prevenida significativamente pelo treinamento fisico. Também avaliamos a influéncia do
pré-condicionamento fisico in vivo, através de medidas de pressdo intracavernosa, e
observamos que o tratamento cronico com L-NAME reduziu tanto a razdo ICP/MAP
como a AUC. O treinamento fisico reverteu significativamente a redugdo da AUC

proporcionada pelo L-NAME, reforcando que o pré-condicionamento melhora a
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reatividade da musculatura lisa cavernosa e conseqiientemente a funcio erétil de ratos
hipertensos.

A atividade fisica melhora a fungdo endotelial em modelos animais de hipertensao
arterial e em pacientes hipertensos, estando associada a alteragdes benéficas na pressdao
sanguinea, no metabolismo lipidico, no metabolismo da glicose, na liberacdo de fatores
neuro-humorais, no peso corporal e na resposta a estimulos mecinicos como o shear
stress (Martin et al., 1990; Wood et al., 1991; Arakawa, 1993; Paffenbarger et al., 1993).
O shear stress € reconhecido como um possivel mecanismo no qual o exercicio aerobio
melhora a funcdo endotelial. Este estimulo mecanico € resultante do aumento do fluxo
sanguineo que produz uma forca de cisalhamento na parede vascular, estimulando a
liberacdo de NO em vasos isolados e culturas de células pela via de sinalizacdo Akt
(Miller & Vanhoute, 1988; Uematsu et al., 1995; Kojda & Hambrecht 2005; Prieto 2008).
O aumento de shear stress em artérias corondrias de cdes submetidos a treinamento
promove up-regulation dos niveis de RNAm e proteina da eNOS, melhorando a fungao
endotelial e conseqiientemente a producdo de NO (Sessa et al., 1994). Além disso, sabe-
se que a atividade fisica, provavelmente pelo shear stress, exerce um efeito benéfico na
funcdo endotelial através da ativacdo de varias vias de transducdo de sinais (Traub &
Berk, 1998), como proteinas G (Tseng et al., 1995), canais i6nicos (Schwarts & Lechene,
1992), integrinas (Muller et al., 1997) e tirosinas quinase c-Src. Estas vias exercem
funcdo importante na modulacdo da expressio da eNOS e da atividade de enzimas
antioxidantes como as SOD durante a atividade fisica (Traub & Berk, 1998; Davis et al.,

2001; 2003).
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Além disso, apoiando a hipétese que o pré-condicionamento aumenta a
biodisponibilidade de NO pelo aumento do shear stress, avaliamos o efeito do
treinamento nos niveis plasmdticos de NOx. O pré-condicionamento fisico aumentou
significativamente os niveis plasmaticos de NOx em relacdo aos respectivos controles
sedentdrios. De fato, evidéncias tém mostrado que o exercicio fisico aumenta as
concentracdes de NOx tanto em animais de laboratério quanto em humanos (Xiao & Qian
2000; Qian et al., 2001; Banfi et al., 2006). Estes resultados corroboram com nossos
resultados in vitro e in vivo mostrando que o pré-condicionamento promove aumento
significativo nas respostas relaxantes mediadas por NO, além de restaurar parcialmente as
respostas do relaxamento dependente de endotélio e do relaxamento neurogénico nos
ratos deficientes cronicos de NO, possivelmente pelo aumento da biodisponibilidade de
NO e conseqiientemente ampliacdo na via de sinalizagdo do NO-GMPc.

Na terceira etapa do trabalho, avaliamos o efeito do pds-condicionamento fisico
(eficdcia terap€utica) na funcdo erétil de ratos deficientes cronicos de NO. Nossos
resultados mostraram que o pds-condicionamento, iniciado apds 4 semanas do tratamento
com L-NAME, atenuou significativamente a hipertensao arterial, e “melhorou” o
relaxamento dos corpos cavernosos e ratos induzidos pelo SNP, ACh e EFS, assim como
reverteu a redug@o da ICP in vivo. Em relacdo aos niveis de NOx, o pds-condicionamento
fisico atenuou a reducdo dos niveis deste metabdlito nos ratos deficientes de NO. Este
conjunto de resultados € bastante semelhante aqueles do pré-condicionamento,
refor¢cando que o treinamento fisico, quer na forma de pré ou de pds-condicionamento,
desempenha efeitos benéficos em condi¢des fisiolégicas e patologicas, provavelmente

por aumentar a biodisponibilidade de NO.
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Na busca pelo mecanismo responsédvel pelo aumento da biodisponibilidade de NO
proporcionado pelo pds-condicionamento fisico, investigamos, inicialmente, a expressao
protéica da nNOS, principal isoforma da NOS responsavel pela sintese do NO no
processo da erecdo peniana (Gonzales-Cadavid et al., 1999; Andersson, 2001; Gonzales-
Cadavid & Rajfer 2004). No entanto, a expressdo protéica desta isoforma em corpo
cavernoso de ratos deficientes cronicos de NO ndo se mostrou alterada em nenhum grupo
avaliado. No corpo cavernoso e prostata, a nNOS possui uma variante constituida por 34
aminodcidos inseridos entre os exons 16 e 17. Essa variante, denominada nNOS peniana
(PnNOS; Gonzales-Cadavid & Rajfer 2004), ¢é supostamente essencial na
neurotransmissao nitrérgica, controlando a erecdo peniana. Em nosso estudo, a variante
PnNOS estd presente no tecido cavernoso de ratos, em todos os grupos analisados.
Porém, nenhuma diferenca na expressdao protéica da PnNOS foi encontrada entre os
diversos grupos, sugerindo que a melhora do pds-condicionamento fisico na fungao erétil
nao € devido ao aumento da expressao protéica da nNOS ou da variante PnNOS.

Na seqiiéncia, decidimos avaliar se o pds-condicionamento fisico afeta o estresse
oxidativo nos animais. Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo ocorre
quando o sistema antioxidante ndo consegue atuar contra a producdo excessiva de ERO.
E sabido que a producgdo excessiva de ERO leva a disfuncdes celulares, peroxidagio
lipidica, mutagenicidade do DNA, que podem gerar danos celulares irreversiveis e morte
celular (Sawyer et al., 2002; Giordano et al., 2005; Murdoch et al., 2006; Takimoto &
Kass 2007). Diversos trabalhos mostram aumento do estresse oxidativo em animais
submetidos a diferentes modelos de hipertensdo arterial, como hipertensao induzida por

angiotensina II (Rajacopalan et al., 1996; Laursen et al., 1997), mineralocorticoides
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(Beswick et al., 2001), hipertensdo renovascular (Heitzer et al., 1999; Jung et al., 2004) e
SHR (Tanito et al., 2004), assim como em humanos (Touyz 2004). O aumento do estresse
oxidativo em pacientes hipertensos ¢ acompanhado de reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes endogenas no sangue e em células mononucleares (Redon et al., 2003), ndo
deixando de enfatizar que a redugdo da disponibilidade de NO pelo aumento da ERO
piora a fun¢do endotelial e possivelmente a fungdo erétil (Keegan et al., 1999; Burnett et
al., 2006).

Durante o exercicio fisico, o estresse oxidativo causa diferentes tipos de respostas
que parecem ter relacdo com o tipo de tecido estudado e com os niveis de antioxidantes
enddégenos (Liu et al., 2002). Por outro lado, o exercicio cronico de intensidade moderada
¢ um tratamento capaz de alterar positivamente a homeostase oxidativa de células e de
tecidos, por diminuir os niveis de danos oxidativos e aumentar a resisténcia ao estresse
oxidativo (Niess et al., 1999; Venditti 2001; Cooper et al., 2002). A determinagdo do
conteudo do residuo da proteina nitrada, nitrotirosina (3-NT), é freqiientemente utilizada
para detectar danos oxidativos nos tecidos. A nitracdo de proteina € apontada como o alvo
final da reacdo do O, com o NO, formando o ONOO" (Chirino et al., 2004). Niveis
elevados de proteinas nitradas sdo encontrados em vdérias doencas como hiperlipidemia,
Alzheimer, diabetes mellitus, aterosclerose e hipertensido arterial (Guo et al., 2003;
Chirino et al., 2004). A 3-NT tem sido detectada em vdrios 6rgdos e tipos celulares, tanto
em humanos como em animais (Shishehbor et al., 2003). A nitracdo do residuo de
tirosina livre leva a modifica¢Oes protéicas, alterando enzimas como tirosina hidroxilase,
Ca2+—ATPase, prostaciclina sintase, e MnSOD (Castro et al., 2004). Nossos resultados

mostraram que a nitracio protéica estd aumentada nos ratos deficientes cronicos de NO,
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sendo este aumento significativamente revertido pela atividade fisica. E possivel que isto
seja devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes resultando na reducdo da
formacdo de ONOO'". Apesar da 3-NT representar indiretamente a formacdo de ONOO',
alguns trabalhos t€ém mostrado que outras proteinas, normalmente presentes nos tecidos,
como as hemoproteinas, podem catalisar a formacdo de 3-NT, sem necessariamente levar
a formacao de ONOO" (Kilinc et al., 2001; Castro et al., 2004).

Dando continuidade a eficdcia terapéutica da atividade fisica no estresse
oxidativo, avaliamos a expressdo protéica e atividade plasmatica da SOD. Recentemente,
Rush et al., (2005) demonstraram que o exercicio aerobio regular por 12 semanas induz
aumento da expressao protéica e atividade da CuZnSOD (SOD-1; presente no citosol e no
nicleo), e reduz o estresse oxidativo melhorando a biodisponibilidade de NO em aorta de
porcos. Em aorta de camundongos, o treinamento fisico moderado por 3 semanas foi
capaz de aumentar a expressdo protéica da EC-SOD (SOD-3 extracelular; presente na
matriz extracelular), mas nao da CuZnSOD (Fukai et al., 2000). Resultados semelhantes
foram encontrados em nosso estudo, onde a expressdo da CuZnSOD ndo foi modificada
em nenhum dos grupos analisados. No entanto, a atividade plasmatica da SOD foi
reduzida nos deficientes cronicos de NO, sendo esta redugdo atenuada pelo exercicio
fisico regular. A diminuicdo da atividade plasmdtica da SOD também foi observada em
ratos hipertensos submetidos ao tratamento cronico com L-NAME (Priviero et al., 2007)
e em ratos SHR (Newaz & Nawal 1998; Schnackenberg & Wilcox 1999; Ushiyama et al.,
2004). No entanto, a capacidade do exercicio fisico de atenuar a reducdo da atividade
plasmética da SOD em animais hipertensos pode ser devido ao shear-stress, que estimula

£1: .. L. 24+ .
o endotélio, aumentando o transporte de L-arginina, os niveis de Ca * intracelulares, a
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atividade e expressio da eNOS e a atividade da SOD, promovendo maior
biodisponibilidade de NO (Posch et al., 1999).

A formacdo em excesso do O, estd associado a fisiopatologia de doencas
cardiovasculares (Jeremy et al., 2002; Jiang et al., 2004, Li & Shah 2004; Hayashi et al.,
2005; Muzaffar et al., 2005), ndo esquecendo que o excesso de O, pode interagir com o
NO, resultando na formagdo do ONOO, uma espécie reativa capaz de promover
alteragdes e danos celulares e ativacdo de metaloproteases contribuindo para o
remodelamento vascular (Turko & Murad 2002; Pacher et al., 2005; Katori et al, 2006).
O aumento da expressdo e da atividade do complexo NADPH oxidase tem sido implicado
na etiologia das doencas cardiovasculares, pela capacidade de aumentar a formagdo de
0O;. O complexo enzimético NADPH oxidase € composto por subunidades denominadas
NOX (NOXI1, NOX2, NOX3, NOX4 e NOXS) e subunidades regulatérias (p22phox,
p40phox, p47phox e p67phox e a Rac). Podem ser localizadas em células glomerulares
(Jones et al., 1995), fibroblastos (Pagano et al., 1997), cadiomidcitos (Bendall et al.,
2002; Satoh et al., 2006), célula muscular lisa vascular (Griendling et al., 1994) e células
endoteliais (Frey et al., 2002; Li & Shah 2003). A subunidade NOX?2, também conhecida
como gp9lphox, € a principal subunidade catalitica responsdvel pela ativacdo do
complexo NADPH e geracio de ERO (Muzaffar et al., 2005). Diversos trabalhos
mostraram que a atividade fisica regular com intensidade moderda reduz a expressdo e a
atividade enzimdtica do complexo enzimatico NADPH oxidase, resultando na redugdo da
formacdo de O, aumentando assim a biodisponibilidade de NO (Bejma & Ji 1999;
Hambrecht et al., 2003). Recentemente, Adams et al (2005) mostraram que a expressao

génica das subunidades gp91phox, NOX4, e p22phox € reduzida pelo aumento do shear
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stress resultante do treinamento fisico. Resultados similares foram encontrados em
cultura de células de endotélio bovino, onde o aumento do shear stress resultou na
reducdo da expressao génica da gp91phox e NOX4, reduzindo a geracdo de ERO (Hwang
et al., 2003). Esses resultados corroboram com os dados obtidos em nosso estudo, onde o
pOs-condicionamento fisico reduziu a expressdo génica da gp91phox na musculatura lisa
cavernosa de ratos deficientes cronicos de NO. Isto indica que a atividade fisica € capaz
de regular a expressio do complexo NADPH oxidase em corpo cavernoso de ratos

melhorando a funcdo erétil.
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5. SUMARIO E CONCLUSAO
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No presente trabalho demonstrou-se que:

» O treinamento fisico em ratos sauddveis

e Nado alterou a resposta contratil do corpo cavernoso de ratos em resposta a fenilefrina e
ET-1;

e Aumentou o relaxamento do corpo cavernoso de ratos induzido pelo nitrito de sodio
acidificado, SNP e EFS;

» O pré-condicionamento fisico em ratos deficientes cronicos e NO
e Atenuou a hipertensdo arterial induzida pelo L-NAME,;

e Aumentou o relaxamento do corpo cavernoso induzido pelo SNP;

e Atenuou significantemente a reducdo do relaxamento do corpo cavernoso induzido
pela ACh e EFS nos animais tratados com L-NAME;

e Nio alterou a resposta relaxante do corpo cavernoso induzido pelo BAY 41-2272 e
sildenafil;

e Atenuou significantemente a redugdo da pressdo intracavernosa nos animais tratados
com L-NAME;

e Aumentou os niveis plasmdticos de NOx, e reverteu parcialmente a reducdo causada

pelo L-NAME;

» O pds-condicionamento fisico em ratos deficientes cronicos de NO
e Atenuou a hipertensdo arterial induzida pelo L-NAME;

e Aumentou o relaxamento do corpo cavernoso induzido pelo SNP;

e Atenuou significantemente a reducdo do relaxamento do corpo cavernoso induzido
pela ACh e EFS nos animais tratados com L-NAME;

e Atenuou significantemente a redugdo da pressdo intracavernosa nos animais tratados
com L-NAME;

e Aumentou os niveis plasmaticos de NOx, e atenuou a reducdo causada pelo L-
NAME;

e Naio alterou a expressao protéica da nNOS e PnNOS em nenhum dos grupos
analisados;

e Atenuou o aumento da 3-NT no corpo cavernoso dos animais tratados com L-NAME;

e Nado alterou a expressdo protéica SOD-1 em nenhum dos grupos analisados. Porém,
aumentou a atividade plasmatica da SOD, e atenuou a reducao causada pelo L-NAME;

e Reduziu os niveis de expressdao génica da gp91phox, revertendo o aumento causado
pelo L-NAME.
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e Portanto, o treinamento fisico pode ser considerado uma estratégia nao farmacoldgica
eficiente no combate a disfuncdo erétil pois controla o estresse oxidativo, aumentando a

biodisponibilidade de NO, atenuando desta forma a deficiéncia da via NO/GMPc no

tecido erétil.
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