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RESUMO 
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A próstata é densamente inervada pelo sistema nervoso autônomo simpático, 

parassimpático e não-adrenérgico não-colinérgico (NANC) os quais atuam 

sinergicamente para o correto funcionamento deste órgão. O principal 

representante da inervação NANC é o óxido nítrico (NO), porém sua função na 

próstata ainda não está bem definida. Sendo assim, o presente trabalho utilizou o 

modelo de inibição crônica da NO sintase (NOS) com L-NAME para avaliar 

possíveis alterações funcionais, morfológicas e bioquímicas da musculatura lisa 

prostática (MLP) em ratos adultos Wistar (200-250 g). Os ratos foram tratados por 

4 semanas com L-NAME na dose de 20 mg/kg/dia através de ingesta hídrica. 

Especificamente, realizamos os seguintes experimentos na próstata dos ratos 

controles e tratados com L-NAME: 1) curvas concentração-efeito in vitro à 

fenilefrina (agonista α1-adrenérgico) e ao carbacol (agonista muscarínico não 

seletivo), na presença e ausência do inibidor seletivo da rho-quinase Y27632 (1 

uM), e curvas concentração-efeito ao agonista purinérgico, α,β-metileno ATP, e à 

estimulação elétrica (contração neurogênica); 2) curvas concentração-efeito a 

agentes relaxantes como nitroprussiato de sódio (doador de NO), Y27632 (inibidor 

da rho-quinase) e isoproterenol (agonista β-adrenérgico); 3) determinação dos 

níveis de AMPc e GMPc; e 4) análise histomorfométrica. A próstata dos animais 

tratados cronicamente com L-NAME apresentou aumento em seu peso relativo, 

alterações histomorfométricas caracterizadas como aumento na área epitelial e na 

muscular lisa e diminuição no índice de contorno dos ácinos. A contração da MLP 

induzida pela fenilefrina, carbacol, α,β-metileno ATP e estímulo elétrico foi maior 

nos animais tratados cronicamente com L-NAME em relação aos animais controle. 
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A incubação in vitro com o inibidor da rho-quinase, Y27632, restaurou ao nível 

controle as contrações aumentadas induzidas pela fenilefrina e carbacol no grupo 

L-NAME. O relaxamento da MLP nos animais do grupo L-NAME produzido pelo 

isoproterenol foi significativamente menor comparado ao grupo controle. Não 

houve diferença para o relaxamento induzido pelo SNP e Y27632 entre os grupos. 

Os níveis de AMPc e GMPc na próstata dos animais tratados cronicamente com L-

NAME foram significativamente menores em relação aos animais do grupo 

controle. O tratamento com L-NAME não alterou os níveis das espécies reativas 

de oxigênio.  Em suma, nossos dados mostram que a inibição crônica de NO leva 

a alterações funcionais in vitro da MLP caracterizadas por aumento na resposta 

contrátil à fenilefrina, carbacol,  α,β-metileno ATP e ao estímulo elétrico, além de 

redução no relaxamento β-adrenérgico. A inibição da via da rho-quinase in vitro 

restaurou os padrões contráteis para os agonistas adrenérgicos e colinérgicos. A 

deficiência crônica de NO gera alterações funcionais, bioquímicas e morfológicas 

em próstata de ratos com participação da via da rho-quinase nesse processo. 
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The prostate is densely innervated by the sympathetic and parasympathetic as well 

as non-adrenergic non-cholinergic (NANC) autonomic innervation that act 

synergistically for its correct functioning. The main NANC mediator is nitric oxide 

(NO), but the role of this mediator in the regulation of prostate smooth muscle 

(PSM) is not well established. Thus, the present study used the model of chronic 

NOS inhibition with L-NAME to evaluate the functional, morphological and 

biochemical alterations in PSM of Wistar adult male rats (200-250 g). Rats were 

treated with L-NAME (20 mg/kg/day) for 4 weeks in the drinking water. Specifically, 

we performed the following experiments in prostates from control and L-NAME-

treated rats: 1) in vitro concentration-response curves to phenylephrine (α1-

adrenergic agonist) and carbachol (non-selective muscarinic agonist) in the 

presence and absence of the selective rho-kinase inhibitor Y27632 (1 µM) and 

concentration-response curves to the purinergic agonist α-β-methylene-ATP, as 

well as electrical stimulation (neurogenic contraction); 2) in vitro concentration-

response curves to the relaxing agents sodium nitroprusside (NO donor), Y27632 

(rho-kinase inhibitor) and isoproterenol (non-selective β-adrenergic receptor  

agonist); 3) determination of cAMP and cGMP levels, and 4) histomorphometric 

analysis. The relative weight of the prostate from L-NAME-treated rats was greater 

than control animals. Histomorphometric changes characterized by an increase in 

epithelial acini and smooth muscle area, as well as by a decrease in luminal 

contour índex were found in L-NAME treated rats. The phenylephrine and 

carbachol-induced prostate contractions were higher in L-NAME compared with 

control group. Prior incubation of PSM with the rho-kinase inhibitor Y27632 (1 µM) 
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significantly inhibited the enhanced carbachol- and phenylephrine-induced PSM 

contractions in L-NAME group, restoring the Emax to control levels. The PSM 

contractions induced by α,β-methylene ATP and electrical field stimulation were 

also greater in L-NAME compared with control group. The PSM-induced 

relaxations in response to SNP remained unaltered, whereas isoproterenol-

induced relaxations were lower in L-NAME compared with control group. The 

cAMP and cGMP levels in prostate homogenate were lower in L-NAME compared 

with control group. No difference was found in reactive oxygen species levels. In 

summary, our data showed that chronic NO inhibition led to in vitro functional 

changes in PSM characterized by increased contractile response to phenylephrine, 

carbachol, α-β-methylene-ATP and electrical-field stimulation, accompanied by 

reduction of β-adrenergic-induced relaxation. The in vitro inhibition of rho-kinase 

pathway restored the contractile pathway for the adrenergic and cholinergic 

agonists. The chronic NO-deficiency generates functional, biochemical and 

morphological changes in rat prostate with involvement of the rho-kinase pathway 

in this process. 
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A próstata é um órgão pertencente ao sistema reprodutor masculino. É 

composta em sua maioria por tecido glandular, o qual tem a função de produzir e 

secretar substâncias importantes na composição do líquido seminal. Localiza-se 

logo abaixo da bexiga urinária, envolvendo a uretra. Seu crescimento e 

desenvolvimento está diretamente relacionado a alterações nos níveis hormonais. 

Os andrógenos, principalmente a testosterona, controlam positivamente o 

crescimento da próstata, e sua ausência prolongada resulta em atrofia glandular.1 

 Além do tecido glandular, a próstata contém tecido muscular liso, o qual 

encontra-se ao redor do tecido glandular, em uma região conhecida como estroma 

prostático. Tem como função auxiliar a secreção de substâncias presentes no 

interior do tecido glandular no momento da ejaculação, além de contribuir para a 

manutenção do tônus basal da próstata.2  

A principal via de contração da musculatura lisa prostática (MLP) em várias 

espécies, incluindo humanos, é a adrenérgica. A liberação neuronal de 

noradrenalina promove a ativação dos receptores adrenérgicos do subtipo α1, 

exercendo seu papel excitatório.3 Os receptores muscarínicos também participam 

na resposta contrátil prostática, variando o subtipo entre as espécies. Nos 

humanos, há evidências da presença dos subtipos M1 e M2 no epitélio e estroma, 

respectivamente.4 O ATP, advindo de inervação simpática e liberado 

concomitantemente à noradrenalina, vêm sendo relacionado como mais um 

agente atuante na fase contrátil da próstata em espécies como rato 5 e cobaia.6 

Em humanos, receptores para ATP do tipo P2X1 estão expressos na próstata7, 

além da presença da enzima 5’-nucleotidade, responsável pelo catabolismo do 
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ATP.8 Isso é sugestivo da real participação da via purinérgica na contração 

prostática; porém, a literatura ainda é controversa sobre a inervação purinérgica 

neste tecido. 

Por outro lado, existem vias responsáveis pelo relaxamento da musculatura 

lisa prostática, contrabalanceando a resposta contrátil. Estudos mostram a 

presença de RNAm para receptores do tipo β2-adrenérgico em próstata de ratos9 e 

β3-adrenérgico em humanos.10 Utilizando técnica de imunohistoquímica com 

anticorpos monoclonais, outros estudos mostraram a presença de adrenoceptores 

β1 e β3 em próstata de ratos e humanos, respectivamente.11,12 Entretanto, a 

quantidade precisa e a relativa contribuição de cada um dos subtipos desses 

receptores para o relaxamento prostático ainda permanecem indefinidas.3 

O óxido nítrico (NO) é outro agente endógeno importante que atua 

relaxando a musculatura lisa e está presente na próstata de várias espécies como 

ratos, porcos, coelhos13 e humanos.14 Este mediador desempenha um importante 

papel na regulação do tônus prostático, secreção glandular e fluxo sanguíneo, 

além de exercer efeito inibitório no crescimento de células da musculatura lisa.15 

Em humanos, a próstata recebe uma densa inervação nitrérgica, a qual apresenta-

se reduzida em pacientes com hiperplasia prostática benigna (HPB).16 Desta 

forma, é possível que a ausência prolongada de NO leve a um aumento na 

contratilidade da MLP frente aos principais agonistas contráteis, além de um 

aumento no volume prostático. 
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1.1. Anatomia do sistema reprodutor 

 

 O sistema reprodutor masculino é constituído por estruturas externas e 

internas. A parte externa é composta pelo pênis, o escroto e os testículos, e as 

estruturas internas pelo canal deferente, uretra, vesículas seminais e próstata.  

A próstata é uma glândula túbulo-alveolar localizada na parte subperitoneal, 

posterior à sínfise púbica, anterior ao reto e inferior à bexiga urinária. Em 

humanos, apresenta o tamanho e o formato de uma noz, circundando a uretra 

proximal à bexiga. Seu formato e composição variam entre as espécies, sendo 

que no homem é composta por base, ápice e superfícies anterior, posterior e 

lateral inferior. Sua base está ligada à base da bexiga urinária e o ápice em 

contato com a superfície superior do diafragma urogenital. 17 

A próstata humana é composta por um estroma fibromuscular e uma parte 

glandular, ambos circundados por uma pseudocápsula. A parte interna dessa 

cápsula é revestida por musculatura lisa com uma camada externa formada por 

colágeno.18  

A próstata pode ser dividida em 3 zonas, central, periférica e de transição, 

sendo estas diferentes morfologicamente entre si, mas de difícil identificação 

macroscópica.19 Na zona central é observado um epitélio complexo, de formato 

poligonal, além de glândulas de grandes dimensões. Em sua composição pode ser 

observado uma quantidade grande de ácinos com formato irregular separados por 

uma fina camada de tecido fibromuscular. A zona periférica e a de transição são 

compostas por um epitélio simples com pequenas glândulas e com formato 
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arredondado, sendo a zona periférica composta por pequenos ácinos com formato 

regular e separados também por tecido fibromuscular estreito (Figura 1).17,19  

A próstata possui a função de produzir e secretar substâncias que farão 

parte do líquido seminal. Essas substâncias incluem enzimas proteolíticas, zinco, 

frutose, ácido cítrico, fosfatase ácida e prostaglandinas que serão secretadas na 

uretra prostática durante a ejaculação através da contração da MLP.20 

Em roedores, a próstata é composta também por tecido fibromuscular e 

glandular. Pode ser dividida em 4 lóbulos distintos, sendo estes: ventral, dorsal, 

lateral e anterior. Esses lóbulos cercam a bexiga urinária e a uretra, e estão em 

contato direto com o diafragma urogenital, exceto o lobo anterior que se localiza 

adjacente às vesículas seminais. Ainda possui uma fina camada de tecido 

conectivo formando uma cápsula ao seu redor, permitindo a separação entre os 

diferentes lóbulos.21 
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Figura 1. Cortes frontal e sagital do trato urogenital humano, ilustrando a posição 
anatômica da próstata e estruturas associadas. Zona central (ZC), zona periférica 
(ZP), estroma fibromuscular anterior (EFA) e zona de transição (ZT). 22 
 
 
 

1.2. Controle neuronal 

Na próstata humana, é conhecido três tipos distintos de inervações, sendo 

estas identificadas por técnica de microscopia eletrônica. A inervação adrenérgica 

e a colinérgica são as mais abundantes, seguidas por uma terceira inervação que 

se difere morfologicamente tanto da colinérgica como da adrenérgica, conhecida 

como não-adrenérgica não-colinérgica (NANC).23  

O trato urinário inferior humano é inervado pelos nervos parassimpáticos 

(pélvico), simpáticos (hipogástrico) e somáticos (pudendo), sendo que os nervos 

pélvicos e hipogástricos localizam-se na região sacral e lombar, respectivamente 

(Figura 2).24 Na próstata humana, assim como em roedores, a estimulação do 

nervo hipogástrico, que inerva principalmente o estroma prostático, leva à 
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liberação de noradrenalina que poderá atuar tanto em receptores do tipo alfa (α)-

adrenérgico promovendo a contração da MLP, como em receptores beta (β)-

adrenérgicos favorecendo o relaxamento deste tecido. 3,20,23,25  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Inervação da próstata.26 

 

Em relação aos receptores α-adrenérgicos, estes podem ser divididos em 

α1 e α2, presentes no órgão efetor e no neurônio pré-sináptico, respectivamente. 

Os receptores α2, quando ativados, possuem um papel inibitório na liberação 

neuronal de noradrenalina, apresentando, portanto, um efeito negativo de 

feedback.27 Os receptores α1 estão acoplados à proteína Gq, e quando 

estimulados promovem ativação da fosfolipase C (PLC) levando à hidrólise do 

fosfatidilinositol (IP2) para inositol 1,4,5 (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 atuará 

através da liberação de Ca2+ presente no retículo sarcoplasmático para o meio 
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intracelular, enquanto o DAG irá ativar a proteína quinase C (PKC), a qual levará a 

abertura de canais de cálcio com conseqüente aumento em seu influxo.28  

Os receptores α1 são subdivididos em três outros subtipos denominados 

α1A, α1B e α1D, sendo que o α1A apresenta uma variação conhecida como α1L.
20 

Tanto em humanos, quanto em ratos, é observado uma predominância de 

receptores α1A na próstata, porém a proporção exata entre esses subtipos ainda 

permanece indefinida. 29,30 

A via simpática, através da ativação principalmente dos receptores α1A é a 

principal responsável pela contração da MLP na maioria das espécies, sendo esta 

uma das vias alteradas em quadros de HPB. 31,32  

A inervação adrenérgica libera, além da noradrenalina, outro 

neurotransmissor que participa do processo contrátil da MLP em várias espécies. 

Esse neurotransmissor conhecido como ATP pode agir em receptores 

purinérgicos distintos conhecidos como P2X e P2Y. Os receptores P2X são 

ligados ao canal iônico e promovem influxo de cálcio extracelular. Os receptores 

P2Y são acoplados à proteína G e sua ativação leva a estimulação da via PLC/IP3 

e liberação de cálcio extracelular.33 Até o momento, já foram identificados sete 

diferentes tipos de receptores P2X (P2X1-7) e oito P2Y (P2Y1,2,4,6,11-14).34 Em 

próstata de cobaias e ratos foi visto que o subtipo P2X1 é o responsável pela 

contração residual não adrenérgica, enquanto em camundongos essa via parece 

não participar no processo contrátil.5,6,35 
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O sistema parassimpático também atua no funcionamento da próstata em 

diversas espécies. A estimulação do nervo pélvico, o qual inerva tanto o estroma 

quanto o epitélio prostático, leva à liberação da acetilcolina, que agindo via 

receptores muscarínicos desempenha diversas funções como regulação da 

contração da musculatura lisa, crescimento prostático e alterações nos níveis 

intracelulares de cálcio e AMPc.36 

Em humanos, foram identificadas fibras colinérgicas em diversas regiões, 

incluindo cápsula anterior, zona periférica e central.37 Além disso, há grande 

expressão de receptores muscarínicos na próstata como um todo, sendo esta 

quantidade até superior à quantidade de receptores alfa-adrenérgicos.36 

Entretanto, devido à maior expressão de receptores muscarínicos no tecido 

epitelial em relação ao estroma prostático, há discordância na literatura sobre o 

real papel da via colinérgica para as respostas contráteis na próstata.3,38,39 

Existe ainda a inervação NANC, sendo que os principais representantes 

são peptídeos como o neuropeptídeo Y (NPY), peptídeo vasoativo intestinal (VIP), 

neuropeptídeos (taquicininas) e o NO. Muitas dessas substâncias exercem 

atividade na regulação do crescimento prostático, contratilidade, secreção e 

controle do fluxo sanguíneo local.20 O NO desempenha um papel importante no 

correto funcionamento prostático e sua biodisponibilidade apresenta-se reduzida 

em quadros de câncer prostático e HPB.16,40  

                                



 

39 

 

1.3. Rho-quinase (ROCK) 

Já é bem estabelecido que o aumento nos níveis citosólicos de cálcio da 

célula muscular lisa é um pré-requisito para a ativação de proteínas contráteis com 

consequente aumento no tônus muscular. Essa alteração nos níveis de Ca2+ é 

bifásica. Inicialmente ocorre um aumento marcante dos níveis intracelulares (cerca 

de 3 a 10 vezes o nível basal de Ca2+), por meio do aumento na formação de IP3, 

e/ou influxo extracelular de Ca2+ pelos canais do tipo L ligados ou não a 

receptores ionotrópicos. Esses níveis voltam ao basal gradativamente poucos 

minutos após o estímulo pelo agonista. Com os níveis de cálcio próximo do basal, 

a célula muscular lisa consegue manter uma resposta contrátil sustentada através 

de mecanismos importantes de sensibilização celular ao Ca2+.41,42 Essa 

sensibilização pode ocorrer por meio da modulação na atividade da quinase da 

cadeia leve de miosina (MLCK) por processos envolvendo a transmissão de força 

via citoesqueleto, ou da modulação na atividade da fosfatase da cadeia leve de 

miosina (MLCP).43,44 

A MLCP é uma enzima responsável pela desfosforilação da cadeia leve de 

miosina (MLC) resultando em relaxamento da musculatura lisa. É composta por 

três subunidades, sendo uma regulatória com peso entre 110 e 130 kDa 

denominada MYPT1; uma subunidade catalítica de 37 a 38 kDa denominada 

PP1c; e uma terceira de 20 kDa. Existem diversas isoformas da MYPT, porém a 

MYPT1 é a subunidade mais presente na musculatura lisa e que regula a 

atividade enzimática da MLCP.45  



 

40 

 

Enzimas que tenham como alvo as subunidades da MLCP podem regular 

positiva ou negativamente a atividade dessa enzima. A proteína quinase C (PKC) 

e a rho-quinase vêm sendo classificadas como as principais via reguladoras da 

MLP.  

A via da rho-quinase contribui na contração da musculatura lisa em diversas 

espécies. Pode ser ativada por meio de agonistas atuando em receptores 

acoplados à proteína G (GPCR) ou de uma maneira independente de receptores, 

através da despolarização da membrana celular.46,47 Pertence a essa via, enzimas 

da família das GTPases conhecidas como RhoA, RhoB e RhoC, sendo a primeira 

a mais conhecida em relação aos seus mecanismos intracelulares devido à sua 

maior participação na contração da musculatura lisa. A RhoA possui alta afinidade 

tanto por guanosina difosfato (GDP) quanto para guanosina trifosfato (GTP), 

porém essa afinidade depende do estado ativado ou não dessa GTPase.48,49 

Em sua forma inativa, a RhoA apresenta-se ligada ao GDP no citoplasma 

da célula. Ao ser ativada, ocorre sua migração para a membrana celular e a troca 

do GDP pelo GTP (Figura 3). Essa troca é mediada por fatores de troca 

conhecidos como GEFs, proteínas ativadoras de GTPases (GAPs) e inibidores da 

dissociação (GDIs). As GEFs facilitam a ligação RhoA/GTP enquanto as GAPs 

facilitam a ligação RhoA/GDP. As GDIs controlam a difusão da RhoA entre a 

membrana e o citosol formando então um complexo com o GTP.45 

Uma vez ativada, o complexo RhoA-GTP estimula uma quinase 

citoplasmática específica conhecida como ROCK. Existem dois diferentes tipos de 

ROCK, denominadas tipo I e II. Apesar de possuírem uma similaridade de 65% em 
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relação à suas sequências de aminoácidos, são codificadas por diferentes genes e 

possuem uma variação em sua expressão de acordo com o tecido analisado.50,51 

Em ambas as enzimas, o domínio quinase está presente na região amino-terminal 

da molécula, seguida de uma região helicoidal onde está localizado o domínio de 

ligação da RhoA denominado RDB. Em sua outra extremidade está a região 

carboxi-terminal onde se localiza o domínio de homologia à proteína Pleckstrin 

(PH) e está envolvida na localização da ROCK.52  

 Com sua ativação, diversos são os substratos em que a ROCK pode agir, 

incluindo proteínas relacionadas à regulação do citoesqueleto, sinalização 

intracelular e contratilidade.53-56 Um dos mais importantes substratos que está 

diretamente relacionado à contratilidade da musculatura lisa é a MYPT1, uma 

subunidade da MLCP. Essa subunidade pode ser fosforilada em diferentes 

resíduos (treonina 696, serina 854 e/ou treonina 853), todos resultando em 

inibição da atividade da MLCP, levando consequentemente a um aumento na 

contratilidade da musculatura lisa.57 Estudos mostram que a ROCK também pode 

fosforilar uma proteína regulatória denominada CPI-17, a qual, quando fosforilada, 

inibe uma região denominada PP1c da MLCP.54 

  

 

 

 

 

 



 

42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 3. Mecanismos envolvidos na contração da musculatura lisa (ênfase na via 
da rho-quinase). 45 
 

Alterações na atividade da via de sinalização RhoA/rho-quinase vêm sendo 

apontadas como responsáveis pelo aumento na resistência vascular periférica, o 

que contribui para o desenvolvimento e/ou piora de casos de hipertensão arterial e 

disfunção erétil. Em modelos animais de hipertensão, tais como hipertensão 

renovascular, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e animais tratados com 

L-NAME (inibidor não seletivo da NOS), a via RhoA/rho-quinase desempenha 

papel importante, uma vez que o tratamento com Y27632, um inibidor seletivo da 

ROCK, reduziu significativamente os valores de pressão arterial. Além disso, 

estudos com artéria mesentérica e artérias cerebrais de animais SHR também 

mostraram alterações funcionais para essa via.58,59  
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 A modulação da via da RhoA/rho-quinase pode estar relacionada ao 

aumento na ativação de receptores de angiotensina do tipo 1 (AT1), aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) ou diminuição na produção e/ou 

biodisponibilidade de NO. Evidências mostram que existe um antagonismo 

funcional entre a via da rho-quinase e a do NO/GMPc em diversos tecidos. Sendo 

assim, a ausência de NO poderia levar a um aumento na contribuição da via da 

rho-quinase no processo contrátil, além de favorecer a proliferação celular. 

  

1.4. Óxido nítrico 

O NO é um gás responsável por diversas funções incluindo controle da 

reatividade da musculatura lisa, neurotransmissão e proliferação celular em 

diversos tecidos.60 Na década de 80 foi denominado fator relaxante derivado do 

endotélio (EDRF)61, sendo posteriormente identificado como NO por Palmer e 

colaboradores62 e Ignarro e colaboradores63 .  

O NO é formado a partir do aminoácido L-arginina, pela ação de enzimas 

conhecidas como sintases de óxido nítrico (NOS). Estas enzimas utilizam como 

substrato o NADPH e o oxigênio (O2), oxidando o grupo guanidina da L-arginina, 

que resulta na formação de quantidades estequiométricas de NO e L-citrulina.64 

Existem três diferentes tipos de NOS, classificadas em NOS neuronal (também 

conhecida como nNOS ou NOS1), NOS induzível (iNOS ou NOS2) e NOS 

endotelial (eNOS ou NOS3).65 A nNOS e eNOS são consideradas constitutivas por 

estarem fisiologicamente expressas nas células, enquanto a iNOS é classificada 
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como induzível por ter sua expressão induzida por substâncias pró-inflamatórias 

como lipopolissacarídeo (LPS) e citocinas. 

Após sua síntese e liberação, o NO se liga ao seu receptor fisiológico 

intracelular, a guanilato ciclase solúvel (GCs). Esta ligação ocorre diretamente no 

grupo heme formando um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligação do NO 

promove a quebra da ligação entre a His105 axial e o ferro, resultando em um anel 

onde o NO está presente na quinta posição, criando assim uma mudança 

conformacional que leva à ativação da GCs.66 A ativação desta enzima pelo NO 

leva à conversão de guanosina trifosfato (GTP) no segundo mensageiro, 

monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). Este, por sua vez, ativa a proteína 

quinase dependente de GMPc (PKG), levando à redução da concentração de 

cálcio intracelular, gerando entre outros efeitos o relaxamento da musculatura lisa. 

Além disso, também é atribuído à PKG a ativação de canais de potássio, da 

miosina fosfatase, de bombas Ca2+ATPase presentes no retículo sarcoplasmático 

e inibição da produção de IP3.67 

A inativação do GMPc é feita por enzimas denominadas fosfodiesterases 

(PDE), sendo a do tipo 5 a principal responsável pela hidrólise do GMPc. Até o 

presente momento foram identificadas onze diferentes famílias de PDE, as quais 

diferem em estrutura, regulação e especificidade para os substratos.68 Alguns 

autores demonstraram a presença da PDE5 em próstata69, bexiga70 e uretra de 

rato71, sugerindo que a via do NO/GMPc contribui também para o correto 

funcionamento do baixo trato urinário, além da manutenção em seu tônus. 
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1.5. Óxido nítrico e próstata 

 A presença da NOS e sua atividade vem sendo caracterizada na próstata 

de diversas espécies através de ensaios bioquímicos, moleculares e 

imunohistoquímica.13,16 Alguns trabalhos reportam a presença das isoformas 

nNOS e eNOS na próstata. A nNOS é expressa principalmente em nervos e 

gânglios presentes na zona de transição, mas pode ser expressa também no 

epitélio glandular. A eNOS é expressa em células endoteliais de microvasos, além 

de células epiteliais.72,73  

 Em próstata de humanos, assim como de cobaias e ratos, o NO exerce um 

papel importante na regulação do tônus da musculatura lisa, inervação neuronal e 

regulação na secreção e produção hormonal.74-77 Em estudos funcionais utilizando 

banho para órgão isolado, os inibidores da PDE5 mostraram-se eficazes em inibir 

de maneira dependente a concentração a resposta contrátil induzida pela 

noradrenalina em próstata humana.78 Na clínica, inibidores da PDE5 vêm sendo 

utilizados com sucesso para pacientes que apresentam os sintomas do baixo trato 

urinário (LUTS) associados à HPB. O tadalafil, até o presente momento, é o único 

dos inibidores aprovado pelo FDA para o tratamento do HPB-LUTS, melhorando a 

sintomatologia da doença. 79,80  

 O NO também parece modular a proliferação celular de células tumorais em 

diversos tecidos. Seus efeitos inibitórios são dependentes de diversos fatores 

como expressão, atividade e localização das isoformas da NOS, concentração e 

duração da exposição e estado redox.81-83 Por um lado, o aumento do NO pode 

inibir a proliferação de células tumorais e induzir apoptose. Em casos avançados 
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de câncer prostático, ocorre aumento na expressão de iNOS associada à rápida 

proliferação e diferenciação em células tumorais.40,84 

 Existe, portanto, grande interesse no conhecimento da via do NO/GMPc 

como um alvo terapêutico em potencial para o tratamento de doenças 

relacionadas à próstata, como HPB e câncer prostático. Drogas que aumentem a 

biodisponibilidade de NO ou que funcionem como agonistas da GCs podem ser 

uma alternativa ao esquema terapêutico atual. 
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JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

Na próstata, o NO modula a reatividade da musculatura lisa, secreção 

glandular e fluxo sanguíneo.15 Entretanto, poucos estudos se dedicaram a 

compreender o papel modulatório do NO na reatividade da MLP frente a agonistas 

simpáticos, parassimpáticos e purinérgicos.85,86 Assim, propusemos a hipótese 

que a retirada crônica de NO levaria a alterações na reatividade da MLP. O 

modelo proposto neste presente trabalho, de inibição crônica da atividade da NOS 

pelo L-NAME, nos possibilitará avançar na compreensão da função do NO nas 

alterações funcionais e morfológicas da próstata de rato. O antagonismo funcional 

entre as vias NO/GMPc e rho-quinase vem sendo descrito em diversos tecidos, 

podendo ser uma das vias alteradas no bloqueio crônico do NO. 
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OBJETIVOS  

Objetivos gerais 

Investigar os efeitos da inibição crônica da síntese de NO na reatividade da 

musculatura lisa da próstata de ratos e os mecanismos envolvidos neste 

processo. 

Objetivos específicos  

 Realizar curvas concentração-efeito in vitro a agentes contráteis como 

fenilefrina (agonista α1-adrenérgico), carbacol (agonista muscarínico), α,β-

metileno ATP (agonista purinérgico) e agentes relaxantes como 

nitroprussiato de sódio (doador de NO), Y27632 (inibidor da rho-quinase) e 

isoproterenol (agonista β-adrenérgico), assim como à estimulação elétrica 

(contração neurogênica) em próstata de ratos controle e tratados 

cronicamente com L-NAME; 

 

 Quantificar os níveis de AMPc e GMPc na próstata de animais controles e 

tratados cronicamente com L-NAME; 

 

 Realizar análise morfohistológica da próstata de animais controle e tratados 

cronicamente com L-NAME; 

 

 Avaliar os níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) na próstata de 

animais controle e tratados cronicamente com L-NAME. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
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2.1. Animais de experimentação 

Foram utilizados ratos Wistar (8-12 semanas), pesando entre 200 e 250 g, 

provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade 

Estadual de Campinas (CEMIB – UNICAMP, Campinas, SP). Os ratos ficaram 

alojados no biotério de manutenção do Departamento de Farmacologia, 

UNICAMP, mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h), à temperatura de 25ºC, 

em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola). Ração e água foram fornecidas ad 

libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA-IB/UNICAMP; protocolo nº 2424-1). 

 

2.2. Tratamento crônico com L-NAME 

O tratamento crônico com L-NAME foi conduzido de acordo com Ribeiro et al 

(1992).87 O L-NAME foi dissolvido em água a uma concentração de 400 mg/L e  

oferecido por ingesta hídrica em dose aproximada de 20 mg/rato/dia por 30 dias. 

Foi controlada semanalmente a pressão arterial em todos os grupos estudados. 

Os animais do grupo controle foram submetidos às mesmas condições 

experimentais, porém receberam apenas água de torneira. 

 

2.3. Medida da pressão arterial caudal 

Para a medida da pressão arterial sistólica, os animais foram colocados em 

gaiolas aquecidas à 37°C por 20 min para provocar dilatação dos vasos caudais. 

Após este período, os animais foram colocados em contensor, modelo 1262 
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(Narco Bio Systems, Texas, EUA). Na cauda do animal foi adaptado um manguito 

acoplado a sistema de microfones capaz de captar sinais de 0.5 mv de amplitude. 

As oscilações foram registradas através do osciloscópio modelo CS 4025 

(Kenwood Corporation, Japão). O manguito foi inflado até 200 mmHg de modo a 

não se visualizarem as pulsações. Logo após, o manguito foi desinsuflado até 

reiniciarem as pulsações, e o valor da pressão arterial foi lido no manômetro. As 

medidas foram consideradas válidas quando não houve variações significantes, 

isto é, acima de 2 mmHg. 

 

2.4. Análise funcional 

2.4.1. Isolamento e montagem dos tecidos 

 Para o isolamento da próstata, os animais foram mortos por inalação de 

CO2 e em seguida exsanguinados por secção dos vasos cervicais. Realizou-se 

então uma incisão na parede abdominal expondo a bexiga e a próstata. A próstata 

ventral foi removida, isolada e cortada de forma transversal em strips, os quais 

foram montados em câmaras para órgãos isolados (volume de 4 mL), preenchidas 

com a solução Krebs-Henseleit, continuamente gaseificadas com O2:CO2 (95:5 %) 

e mantidas à temperatura de 36,5°C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos foram 

lavados com solução nutritiva Krebs-Henseleit à 37ºC, com a seguinte composição 

(mM): NaCl (118), KCl (4,8), CaCl2 (1,9), MgSO4 (1,2), NaHCO3 (25), KH2PO4 (1,2) 

e glicose (10,1). Os strips foram suspensos em miógrafo, a uma tensão de 

estabilização de 5 mN. As alterações de tensão foram registradas em sistema 
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PowerLab 8/30 de aquisição de dados (Software versão 7.0, AD Instruments, 

Austrália). 

O logaritmo das concentrações molares dos agonistas foi colocado em 

abscissas e a resposta contrátil em % nas ordenadas. Os gráficos foram traçados 

e analisados através do programa “GraphPad PRISM” (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA).  

Os valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) foram 

calculados pela seguinte equação (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA): E= 

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

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

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

da concentração do agonista; “N” significa a inclinação da curva concentração-

resposta e Ф é a resposta observada na ausência do agonista. As análises de 

regressões não lineares para determinar os parâmetros Emax, log EC50 e o “n” 

foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism, considerando o parâmetro 

Ф como zero. 

 

2.4.2. Protocolos experimentais 

 Avaliação do efeito contrátil  

Foram realizadas curvas concentração-resposta cumulativas ao agonista α1-

adrenérgico (fenilefrina, 1 nM – 30 µM), agonista muscarínico (carbacol 1 nM – 30 

µM), e não-cumulativa ao agonista purinérgico (α,β-metileno ATP; 1 µM, 3 µM e 10 
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µM). Foram determinadas a potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax) para 

cada agonista. 

 

 Avaliação da contração neurogênica 

Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 50V, com 

duração dos pulsos de 1 milisegundo, intervalo entre os pulsos de 0,2 ms, duração 

da estimulação de 10 segundos nas frequência de 1, 2, 4, 8, 16, 32 Hz com 

intervalo de 2 minutos entre os estímulos. 

 

 Avaliação do efeito relaxante 

Foram realizadas curvas concentração-resposta cumulativas ao nitroprussiato 

de sódio, (doador de NO; 10 nM-1 mM), Y27632 (inibidor da rho-quinase; 1 nM a 1 

mM) e isoproterenol (agonista β-adrenérgico; 300 pM a 10 µM). Os tecidos foram 

pré-contraídos com fenilefrina (10 µM) ou carbacol (10 µM). Os relaxamentos 

obtidos foram calculados como porcentagem da contração induzida pelos 

agonistas fenilefrina ou carbacol. Foram determinadas as potências e a resposta 

máxima para cada substância. 

 

2.5. Determinação dos níveis de AMPc e GMPc no tecido prostático 
 

Para determinação dos níveis de AMPc e GMPc em próstata de ratos, os 

fragmentos foram equilibrados durante 30 min em solução de Krebs 

continuamente oxigenada à 37°C. Na determinação do AMPc, os tecidos foram 

estimulados por 4 minutos com isoproterenol (1 μM), na presença e ausência do 
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inibidor da adenilato ciclase solúvel, SQ 22536 (100 µM). Em seguida, os tecidos 

foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido, pulverizados, 

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

10 min à 4°C. O TCA foi extraído das amostras através de três lavagens com 

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

incubação com anticorpo foram realizados conforme descrito no kit disponível 

comercialmente (Cayman Chemical Cyclic AMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 

2.6. Estudo morfológico quantitativo da próstata 

2.6.1. Histologia 

 As próstatas obtidas de animais controle e tratados cronicamente com L-

NAME foram isoladas e fixadas em formalina tamponada com fosfato (10%) por 24 

h. Foram então desidratadas através de imersão em álcool em concentrações 

crescentes de 50%, 70%, 80%, 90% e 100%. Em seguida, foram diafanizadas em 

xilol e posteriormente emblocadas em parafina. Secções transversais (4 μm) foram 

cortadas em micrótomo e coradas com Hematoxilina e Eosina (H & E) e tricrômico 

de Masson (MT). 

 

2.6.2. Histomorfometria 

As imagens digitais a partir de H & E, MT e imunohistoquímica foram obtidas 

utilizando-se uma câmera digital (Leica DFC360 FX, Leica, Alemanha) conectada 

a um microscópio de campo claro (Leica DM5000 B). As imagens (H & E) de baixa 
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ampliação foram usadas para quantificação da área muscular e epitelial média, 

número e índice de contorno dos ácinos. Os parâmetros citados acima foram 

avaliados por meio de Software de análise de imagem NIH - ImageJ 1,42. Esse 

software é configurado para se detectar a intensidade da escala de cinza em 

imagens, permitindo assim a segmentação automática de áreas de interesse em 

MT ou imagens histoquímica. 

 

2.7. Quantificação de espécies reativas de oxigênio 

A próstata foi removida, colocada em meio para congelamento e em seguida 

congelada em gelo seco. As próstatas foram cortadas (30 µm) em criostato e 

colocadas em lâminas com polilisina ou silanina. As lâminas com os cortes foram 

colocadas em placa quente (37° C) por 20 min. Os cortes foram circulados com 

caneta hidrofóbica e incubados com tampão fosfato por 10 min à 37° C em câmara 

úmida. O tampão fosfato foi retirado, e os cortes foram incubados com hidroetidina 

(10 µM) diluída em tampão fosfato por 30 minutos à 37° C em câmara úmida. Os 

cortes foram observados em microscópio de fluorescência com filtro para 

rodamina. 

 

2.8. Análise estatística 

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

Para comparações de até duas variáveis utilizou-se o teste t de Student. Para 

comparações múltiplas de variáveis independentes foi usado o teste de análise de 

variância (ANOVA de duas vias), seguido pelo teste de Tukey. O programa Instat 
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(GraphPad Software) foi usado para estas análises. P<0,05 foi considerado 

significante. 
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3. RESULTADOS 
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3.1. Pressão arterial sistólica (PAS) 

 A administração crônica de L-NAME gerou aumento significativo da pressão 

arterial sistólica, sendo este aumento já observado desde a primeira semana de 

tratamento e mantido até o final da 4ª semana de tratamento (Figura 4). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Valores da pressão arterial sistólica (PAS) de ratos controle e tratados 
cronicamente com L-NAME (20 mg/rato/dia por 4 semanas). Os dados 
representam media ± erro padrão da média de 20 animais. **P<0,001; *P<0,05 
comparado com os respectivos tempos do grupo controle. 
 
 
 

3.2. Peso corpóreo, peso da próstata e alterações histológicas 

Após 4 semanas de tratamento com L-NAME, não foram observadas 

diferenças significativas no peso úmido total da próstata, mas o peso úmido 

relativo (peso da próstata dividido pelo peso corpóreo) mostrou-se maior neste 

grupo experimental (Tabela 1). O peso seco da próstata foi maior no grupo L-

NAME. O tratamento com L-NAME reduziu o peso corporal e promoveu alterações 

histomorfométricas como aumento da área epitelial diminuição no índice de 
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contorno dos ácinos e aumento da área de musculatura lisa (Tabela 1). O número 

de ácinos não foi modificado pelo tratamento com L-NAME. 

 

Tabela 1. Histomorfometria, valores de peso corporal e peso prostático após 4 
semanas de tratamento com L-NAME (20 mg/rato/dia) em ratos. 
 

 Controle L-NAME 

Pressão arterial sistólica 
(mmHg) 
 

118 ± 2 
 

198 ± 6.11*** 
 

Peso corporal (g) 
 

461,9 ± 5,9 430,6 ± 5,4** 

Peso úmido prostático 
(mg) 
 

381,4  ± 18,2 
 

434,4 ± 27,1 

Peso próstata/peso 
corporal (mg/g) 
 

82,57 ± 3,76 
 

100,8 ± 5,7* 

Peso seco prostático (mg) 16,88 ± 0,44 18,93 ± 0,01* 

Área epitelial dos ácinos 
(mm2) 
 

93 ± 12,8 188,2 ± 12,1*** 

Número de ácinos "(média 
de 6 CPA)" 
 

8000 ± 0,46 8500 ± 0,47 

Índice de contorno (IC) 6240 ± 0,26 4960 ± 0,18*** 

Área de musculatura lisa  
(mm2) 

 

136,2 ± 17,6 281,2 ± 27,6*** 

Os dados representam a média ± erro padrão da média de 10-11 ratos por grupo 
*P<0,01; ***P<0,001 comparado ao grupo controle. CPA, campo de pequeno 
aumento 
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3.3. Efeito do L-NAME sobre as respostas contráteis a agonistas 

adrenérgico e colinérgico 

 
 Neste protocolo experimental, buscamos investigar o efeito da inibição 

crônica da NOS sobre a contratilidade da musculatura lisa prostática em resposta 

aos agentes contráteis fenilefrina e carbacol.  

Os resultados mostraram um aumento significativo na resposta máxima 

para a fenilefrina e carbacol no grupo que recebeu L-NAME cronicamente por 30 

dias em comparação ao grupo controle (Figura 5A e C, respectivamente). Além 

disso, a administração crônica de L-NAME causou um deslocamento significativo 

de 2,6 vezes para a esquerda na curva concentração-efeito ao carbacol, que não 

foi observado para a fenilefrina (Tabela 2). 

Em experimentos separados, a adição in vitro do L-NAME em próstata de 

ratos controles (100 µM, 30 min) não alterou nem a Emax nem a pEC50 da 

fenilefrina e carbacol (Figura 5, B e D; Tabela 2) 
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Figura 5. Curva concentração-efeito à fenilefrina (PE) e carbacol (CCh) em 
musculatura lisa prostática (MLP) de animais tratados cronicamente com L-NAME 
(A e C) ou adição in vitro do L-NAME (100 µM, 30 minutos) (B e D). Os dados são 
expressos como média ± erro padrão da média de 5-11 animais.  
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Tabela 2. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidos de 
curvas concentração-efeito à fenilefrina e ao carbacol em musculatura lisa 
prostática de ratos. 
 

Agonista/Grupo pEC50 Emax (mN) 
Fenilefrina 

     Controle grupo crônico 6,49 ± 0,04         3,08 ± 0,17 

     L-NAME grupo crônico 6,75 ± 0,11 3,85 ± 0,25** 

     Controle grupo in vitro 6,42 ± 0,06 3,22 ± 0,25 

     L-NAME grupo in vitro 6,35 ± 0,07 3,26 ± 0,22 

Carbacol 

     Controle grupo crônico 5,72 ± 0,12 2,37 ± 0,18 

     L-NAME grupo crônico   6,14 ± 0,11*  3,52 ± 0,35** 

     Controle grupo in vitro 5,72 ± 0,12 2,16 ± 0,29 

     L-NAME grupo in vitro 5,72 ± 0,10 2,08 ± 0,21 

Os dados representam a média ± erro padrão da média de 5-11 animais. *P<0,05; 
**P<0,001 comparado ao respectivo grupo controle. 
 
 

3.4. Efeito do L-NAME sobre as respostas contráteis ao agonista 

purinérgico, α,β-metileno ATP 

Neste protocolo experimental, buscamos investigar o efeito da inibição 

crônica de L-NAME sobre a contratilidade da musculatura lisa prostática em 

resposta ao agente contrátil dependente da ativação de receptor purinérgico (α,β-

metileno ATP). 
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Os resultados mostraram um aumento significativo na contração induzida 

pelo α,β-metileno ATP nas concentrações de 3 e 10 µM no grupo que recebeu 

cronicamente L-NAME em relação ao controle. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Curva concentração-efeito ao α,β-metileno ATP em musculatura lisa 
prostática de ratos tratados cronicamente com L-NAME. Os dados são expressos 
como média ± erro padrão da média de 5-6 animais. *P<0,05; **P<0,01 
comparado ao respectivo grupo controle. 
 
 
 

3.5. Efeito do L-NAME sobre a contração neurogênica 

 A estimulação elétrica produziu resposta contrátil dependente da frequência 

em musculatura lisa prostática de ambos os grupos. No grupo L-NAME, notou-se 

aumento significativo da contração nas freqüências mais baixas (1-4 Hz), como 

mostrado na Figura 7 e 8. 
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3.6. Efeito do L-NAME sobre as respostas relaxantes ao 

isoproterenol, Y27632 e nitroprussiato de sódio (SNP)  

O isoproterenol (agonista β-adrenérgico não seletivo), Y27632 (inibidor da 

rho-quinase) e o SNP (doador de NO) produziram relaxamentos dependentes da 

concentração em MLP de ratos tratados cronicamente com L-NAME e controles.  

A resposta máxima (Emax) foi menor no grupo L-NAME para o isoproterenol 

(Figura 8A), não se observando diferenças significativas para o SNP e Y27632 

entre os grupos (Figura 8B e C; Tabela 3). O tratamento prévio da preparação com 

o ODQ (inibidor da guanilato ciclase solúvel; 10 μM) reduziu significativamente 

(P<0,001) o relaxamento induzido pelo SNP, como esperado (Figura 8C). O 

tratamento com L-NAME não modificou a potência (pEC50) para nenhum agonista 

(Tabela 3). 
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Figura 9. Curva concentração-efeito ao isoproterenol (A), Y27632 (B) e 
nitroprussiato de sódio (SNP; C) em musculatura lisa prostática de ratos tratados 
cronicamente com L-NAME. Os dados são expressos como média ± erro padrão 
da média de 5-12 animais.  
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Tabela 3. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidos de 
curvas concentração-resposta ao isoproterenol, Y27632 e nitroprussiato de sódio 
(SNP) em musculatura lisa prostática de ratos tratados cronicamente com L-NAME 
e controle. 
 
Agonista/Grupo pEC50 Emax (%) 

Isoproterenol 

     Controle  7,62 ± 0,06 67,3 ± 5,56 

     L-NAME 7,62 ± 0,08  44,6 ± 3,75* 

Y27632 

     Controle 5,52 ± 0,12 95,0 ± 3,76 

     L-NAME 5,52 ± 0,15 84,1 ± 2,32 

SNP 

     Controle 5,27 ± 0,12             72,6 ± 4 

     L-NAME 5,14 ± 0,11 75,1 ± 2,58 

     Controle+ODQ  4,39 ± 0,14* 44,8 ± 2,2** 

Os dados representam a média ± erro padrão da média de 5-12 animais. *P<0,05; 
**P<0,001 comparado ao grupo controle. 
 
 
 

3.7. Papel da rho-quinase na hipercontratilidade da musculatura lisa 

prostática à fenilefrina e carbacol em ratos tratados com L-NAME 

Curvas concentração-resposta à fenilefrina e carbacol foram realizadas na 

presença do inibidor da rho-quinase, Y27632 (1 µM). Este inibidor reduziu 

significativamente a potência à fenilefrina para os animais do grupo controle e L-
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NAME, deslocando em 4,3 e 7,9 vezes, respectivamente, a curva para a direita 

(Tabela 4; Figura 9). A resposta máxima à fenilefrina no grupo controle não foi 

modificada pelo Y27632; entretanto, este inibidor reduziu significativamente a 

Emax do grupo L-NAME (Figura 9A). 

Na curva concentração-resposta ao carbacol, notamos que o Y27632 

reduziu a pEC50 do grupo L-NAME (deslocamento de 3,9 vezes), sem modificar os 

valores do grupo controle (Tabela 4). Quanto à Emax para o carbacol, notamos 

que o Y27632 reduziu a hipercontratilidade do grupo L-NAME sem alterar 

estatisticamente esse parâmetro no grupo controle (Figura 9).  
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Figura 10. Curva concentração-efeito em musculatura lisa prostática de ratos 
tratados com L-NAME e controle. Contração à fenilefrina (PE; 1 nM – 100 µM; A) e 
ao carbacol (CCh; 1 nM – 300 µM; B) na presença e ausência de Y27632. Os 
dados são expressos como média ± erro padrão da média de 5-12 animais.  
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Tabela 4. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) obtidos de 
curvas concentração-efeito à fenilefrina e ao carbacol na presença e ausência do 
Y27632 (1 µM) em musculatura lisa prostática de ratos tratados cronicamente com 
L-NAME. 
 
Agonista/Grupo pEC50 Emax (mN) 

Fenilefrina 

     Controle 6,43 ± 0,06             3,10 ± 0,27 

     Controle+Y27632 5,80 ± 0,11***             3,00 ± 0,19 

     L-NAME 6,63 ± 0,09  4,12 ± 0,32* 

     L-NAME+Y27632 5,73 ± 0,10###   2,61 ± 0,13## 

Carbacol 

     Controle 5,71 ± 0,13 2,37 ± 0,18 

     Controle+Y27632 5,56 ± 0,17 1,55 ± 0,34 

     L-NAME 6,13 ± 0,15   3,52 ± 0,35* 

     L-NAME+Y27632 5,53 ± 0,11#   1,71 ± 0,20## 

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 5-6 animais. 
*P<0,05; ***P<0,001 comparado com o grupo controle, #P<0,05; ## P<0,01; 
###P<0,001 comparado com o grupo L-NAME. 
 
 

3.8. Níveis intracelulares de AMPc e GMPc em tecido prostático 
 

Os níveis basais de AMPc não diferiram entre si nos grupos controle e L-

NAME. No grupo controle, a incubação da próstata com isoproterenol (1 μM) 

aumentou significantemente a concentração intracelular de AMPc em relação ao 

basal (Figura 10A; P<0,001). No grupo L-NAME, os níveis de AMPc em tecido 
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estimulado pelo isoproterenol foram significantemente menores do que o grupo 

controle. Como esperado, o SQ 22536 (100 μM) inibiu a produção de AMPc frente 

à estimulação com isoproterenol em ambos os grupos experimentais.  

Os níveis de GMPc basal na próstata foram menores no grupo L-NAME 

(Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11. Níveis de AMPc e GMPc em próstata de ratos controles e 
tratados cronicamente com L-NAME. A. Os tecidos foram estimulados por 4 
minutos com isoproterenol (ISO, 1 μM). B. Nível basal de GMPc. Os dados 
representam média ± erro padrão da média de 3 animais. #P<0,001 comparado 
com os respectivos níveis basais; δP<0,05 comparado com o respectivo controle; 
*
P<0,05 e 

**
P<0,001 comparado com os respectivos controles na ausência de 

SQ22536. 
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A B 

3.9. Níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) 
 

O tratamento crônico com L-NAME não alterou os níveis prostáticos basais 

de ERO em relação ao grupo controle (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Determinação de ERO em próstata de ratos controles (A) e 
tratados cronicamente com L-NAME (B). Os dados representam média ± erro 
padrão da média de 4 animais (C). 
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4. DISCUSSÃO 
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 Esse trabalho mostrou pela primeira vez que a deficiência crônica de NO na 

próstata de ratos leva a aumento em seu peso relativo, alterações 

histomorfométricas como aumento na área epitelial média e muscular lisa e 

diminuição no índice de contorno dos ácinos. Além disso, a deficiência crônica de 

NO promove aumento na resposta contrátil à fenilefrina, carbacol e ao α,β-

metileno ATP, bem como na contração neurogênica. Foi observado também 

redução no relaxamento da MLP ao isoproterenol com consequente diminuição 

nos níveis de AMPc.  

 Alterações na próstata, como a HPB, vem sendo relacionadas a algumas 

alterações do baixo trato urinário devido à obstrução da uretra e base da bexiga. 

Clinicamente, essas alterações podem levar aos sintomas do baixo trato urinário 

(LUTS), caracterizados por hiperatividade de bexiga, sintomas de urgência 

miccional com ou sem incontinência, noctúria e aumento na frequência 

miccional.88 A hiperatividade de bexiga é considerada de causa multifatorial, 

incluindo hipertensão, diabetes, obesidade e ausência de NO.89-92 

O NO exerce um papel fundamental na fisiopatologia em diversos tecidos 

do organismo, mas na próstata, seu papel ainda permanece pouco explorado. 

Sendo assim, inicialmente realizamos ensaios funcionais para avaliar a influência 

da ausência crônica de NO nas respostas contráteis da MLP frente à fenilefrina, 

carbacol e ao α,β-metileno ATP. Nossos resultados mostraram que a inibição 

crônica de NO leva a aumento na resposta máxima para os três agonistas citados 

acima, com aumento na potência apenas para o carbacol. A adição in vitro de L-

NAME (100 µM) à preparação não gerou alterações na reatividade da MLP 



 

75 

 

confirmando estudos anteriores.85,86 Isto indica que apenas a ausência crônica do 

NO é que resulta na hipercontratilidade da musculatura lisa prostática. O 

remodelamento vascular e cardíaco pelo bloqueio do NO em ratos são evidentes 

pelo uso diário e prolongado do L-NAME.93,94 O uso crônico (mas não agudo) de 

L-NAME evoca bexiga hiperativa. 95 

 Está bem estabelecido que o sistema nervoso simpático, por meio da 

ativação dos receptores α1 adrenérgicos pós-sinápticos, é o principal responsável 

pela contração da MLP na maioria das espécies.3 A próstata também apresenta 

fibras colinérgicas, as quais liberam ACh como principal neurotransmissor. A ACh 

age sinergicamente com a noradrenalina e o ATP para promover a contração da 

MLP. O receptor muscarínico M3 é o principal responsável pela contração 

colinérgica em ratos e cães96, enquanto o subtipo M1 mostra-se presente em maior 

quantidade na próstata humana.36 Todos esses três receptores, M1, M3 e α1, são 

acoplados à proteína G e exercem sua sinalização intracelular através da hidrólise 

do PIP2 da membrana celular, dando origem aos segundos mensageiros IP3 e 

DAG. Além disso, a estimulação desses receptores leva à ativação de uma 

importante via responsável pela sensibilização celular ao cálcio, a rho-quinase.97 

Essa via é responsável pela regulação na reatividade da MLCP na musculatura 

lisa de diversos órgãos e sistemas, incluindo o baixo trato urinário, corpo 

cavernoso e próstata.98,99 Proteínas fundamentais para o correto funcionamento 

dessa via já foram identificadas em próstata de ratos utilizando técnica de 

imunohistoquímica e western blotting.100 Além disso, alguns estudos mostram a 

existência de um antagonismo funcional entre a via da rho-quinase e a do 
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NO.101,102 O NO é capaz de inibir a via da rho-quinase pela fosforilação do resíduo 

serina 188 e consequente inibição da rhoA, proteína importante para a ativação 

dessa via.103,104 No presente estudo, o inibidor seletivo da rho-quinase, Y27632, 

restaurou ao nível controle a contração induzida pela fenilefrina e carbacol nos 

animais tratados cronicamente com L-NAME. Esse achado sugere que a via da 

rho-quinase participa ativamente no processo contrátil nos animais deficientes de 

NO, achado este consistente com estudos prévios na literatura realizados com 

outros tipos de musculatura lisa.105 O aumento da resposta contrátil frente ao 

agonista purinérgico, α,β-metileno ATP, pode também estar relacionado à rho-

quinase. Esse agonista ao ativar os receptores purinérgicos P2X, promove 

aumento nos níveis intracelulares de cálcio o qual pode, segundo estudos 

realizados em bexiga e uretra, levar a ativação da via da rho-quinase.49,106,107 

 A contração neurogênica na próstata reflete parcialmente a liberação de 

noradrenalina/ATP e ACh de fibras adrenérgicas e colinérgicas, 

respectivamente.5,20,35 A noradrenalina é o principal neurotransmissor adrenérgico 

responsável pela contração da MLP em diversas espécies.31 Em humanos, a 

próstata expressa três subtipos diferentes de receptores α1 adrenérgico (α1A,B e D) 

sendo que o α1A é predominante e o principal responsável pela resposta contrátil 

prostática.108 A estimulação crônica desses receptores, tanto pelo aumento na 

liberação de noradrenalina, quanto por administração exógena de agonistas levam 

a alterações histológicas na próstata.109,110 O sistema parassimpático também atua 

no funcionamento da próstata em diversas espécies. A estimulação do nervo 

pélvico, o qual inerva principalmente o estroma prostático, leva à liberação de 
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ACh. Esse neurotransmissor atua via receptores muscarínicos e exerce diversas 

funções como contração e crescimento prostático, além de alterações nos níveis 

intracelulares de cálcio e AMPc.36 Em nosso estudo, o estímulo elétrico de campo 

induziu contrações da MLP, mostrando-se maior nos animais tratados com L-

NAME. Estudos prévios relatam a modulação da liberação de noradrenalina pelo 

NO em diferentes tecidos.111,112 O NO endógeno ou exógeno pode diminuir a 

liberação de noradrenalina dos neurônios simpáticos. É possível, que o aumento 

da contração neurogênica observada no grupo L-NAME seja resultado do 

aumento na liberação de noradrenalina devido à ausência prolongada de NO.  

 O relaxamento da MLP é mediado por receptores β-adrenérgicos e pela via 

do NO/GMPc. Essas vias contribuem para o correto funcionamento da próstata e a 

manutenção do tônus basal fisiológico. Estudos mostram a presença de RNAm 

para receptores β2 e β3-adrenérgicos na próstata de ratos e humanos 

respectivamente.9,113 Em nosso estudo, o isoproterenol produziu relaxamento 

concentração-dependente da MLP indicando uma importância funcional para o 

receptor β-adrenérgico na próstata de ratos, o que corrobora com estudos 

prévios.114 A resposta relaxante ao isoproterenol foi significantemente menor na 

MLP de ratos do grupo L-NAME em comparação ao grupo controle. A via de 

sinalização intracelular da ativação dos receptores β-adrenérgicos inclui a ativação 

da adenilato ciclase com consequente formação de AMPc.115 No grupo L-NAME, 

após estimulação do tecido prostático com isoproterenol, obtivemos níveis de 

AMPc significativamente menores do que o grupo controle, confirmando que 

distúrbios da via adenilato ciclase-AMPc contribuem para as alterações 
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prostáticas. Além disso, é possível que o aumento nas contrações neurogênicas 

reflita um aumento na liberação de noradrenalina e possa estar associado à 

diminuição nos níveis de AMPc, uma vez que estudos realizados em próstata 

humana mostraram que a ativação de receptores α1-adrenérgico leva à 

fosforilação dos receptores β-adrenérgico com consequente dessensibilização dos 

mesmos.116,117  

 O NO regula a proliferação e diferenciação da musculatura lisa, onde atua 

como inibidor desse processo.117 A ausência da nNOS leva a hipertrofia da 

camada muscular lisa na bexiga além de hiperatividade.89 Além disso, evidências 

sugerem uma alteração da via NO/GMPc em pacientes com HPB.  Inibidores da 

PDE5 vêm sendo utilizados com sucesso na clínica para o tratamento da HPB por 

aumentar os níveis de GMPc, com consequente diminuição no tônus basal 

prostático e inibição na proliferação celular.16,118-120 Em nosso estudo, o 

relaxamento da MLP frente ao SNP não se apresentou alterado entre os grupos, 

sugerindo que o bloqueio crônico de NO não altera a maquinaria intracelular de 

ativação da GCs. 

O sistema oxidante/antioxidante fisiológico exerce um papel importante na 

regulação dos níves intracelulares de NO. O desbalanço nesse sistema pode levar 

ao aumento na produção de ERO, podendo gerar dano celular como resultado ao 

estresse oxidativo.121 Estudos mostram aumento das ERO associado à disfunção 

erétil e hiperatividade de bexiga em modelos animais.122-124 Além disso, corpo 

cavernoso de ratos tratados cronicamente com L-NAME exibem aumento na 

expressão gênica da subunidade gp91phox da NADPH oxidase, uma enzima 
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importante na produção de ERO.125 No presente estudo, não foi observado 

diferenças significativas nos níveis de ERO entre os grupos, mostrando que o 

tratamento crônico com L-NAME não altera esses níveis basais na próstata. 

 Em resumo, ratos tratados cronicamente com L-NAME apresentam 

aumento no peso relativo da próstata com alterações no índice de contorno e na 

área epitelial média e muscular lisa. Além disso, a contração da MLP dos animais 

tratados com L-NAME foi maior em relação ao controle para fenilefrina, carbacol, 

α,β-metileno ATP e EFS, bem como uma diminuição ao relaxamento β-

adrenérgico. A inibição da via da rho-quinase pelo Y27632, restaurou a contração 

ao nível do controle, sugerindo um aumento na participação dessa via no processo 

contrátil. 
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5. SUMÁRIO E CONCLUSÃO 
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 O tratamento crônico com L-NAME aumentou significativamente o peso 

relativo e seco da próstata, promoveu alterações histomorfométricas como 

aumento da área epitelial e muscular lisa e redução no índice de contorno dos 

ácinos; 

 As respostas contráteis induzidas pela fenilefrina, carbacol, α,β-metileno 

ATP e estimulação elétrica mostraram-se maiores nos animais do grupo L-NAME, 

ao passo que as respostas relaxantes à isoprenalina mostraram-se menores neste 

grupo experimental; 

 O relaxamento da musculatura lisa prostática (MLP) induzido pelo 

nitroprussiato de sódio e pelo Y27632 não foi modificado pelo tratamento com L-

NAME; 

 A inibição da via da rho-quinase normalizou a hipercontratilidade para a 

fenilefrina e carbacol nos animais tratados com L-NAME; 

 Os níveis de AMPc e GMPc na próstata dos animais tratados com L-NAME 

foram significantemente menores do que nos animais controles; 

 O tratamento com L-NAME não promoveu alterações nos níveis de 

espécies reativas de oxigênio na próstata dos animais; 

 Em conclusão, nossos dados mostram que a deficiência crônica de NO 

gera alterações funcionais, bioquímicas e morfológicas em próstata de ratos com 

participação da via da rho-quinase nesse processo. 
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