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A bexiga urinária recebe inervação autonômica simpática e parassimpática, que 

atuam conjuntamente para a manutenção do ciclo normal da micção; ou seja, para a fase 

de enchimento e de esvaziamento. O mediador primário para a contração muscular do 

músculo liso detrusor é a acetilcolina (Ach), sendo suas ações mediadas, 

principalmente, pelos receptores muscarínicos dos subtipos M2 e M3, cuja densidade é 

maior no corpo em comparação à base da bexiga. O músculo detrusor também é 

inervado por fibras NANC nitrérgicas, mas a função do NO neste tecido ainda não está 

bem definida. Com o objetivo de investigar se a inibição crônica do NO acarreta 

alterações funcionais, morfológicas e moleculares do músculo liso detrusor isolado da 

bexiga urinária de rato utilizamos ratos adultos machos WISTAR (200-350 g), tratados 

cronicamente L-NAME, na dose de 20 mg/rato/dia durante 7, 15 e 30 dias. Avaliamos 

os seguintes parâmetros: 1) Atividade da sintase de óxido nítrico (NOS) em bexiga 

urinária; 2) a dosagem de nitrito/nitrato (NOx) plasmáticos; 3) a resposta contrátil aos 

agentes carbacol (agonista muscarínico), cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio 

(CaCl2) e à estimulação elétrica (1-32 Hz, 80 V, 10 segundos) assim como a resposta 

relaxante a agonistas beta (�)-adrenérgicos; a dosagem de fosfatos de inositol; 5) a 

determinação dos parâmetros de KD e Bmax, 6) análise histológica quantitativa das 

camadas do  músculo liso detrusor e trígono. Fragmentos do músculo detrusor foram 

adaptados em câmaras para órgãos isolados, contendo solução de Krebs-Henseleit e, 

após o período de equilíbrio, realizamos curvas concentração efeito cumulativas ao 

carbacol (0,001-10 µM), isoproterenol, metaproterenol e BRL- 37-344 (0,0001-100 

µM), ao CaCl2 (0,01-100 mM) e KCl (20-200 mM). Nossos dados mostraram que a 

inibição crônica de NO aumentou a potência (pEC50) ao carbacol nos períodos de 15 e 

30 dias de tratamento com  L-NAME, sendo esse aumento cinco vezes maior aos trinta 
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dias de tratamento (6.82±0.06) comparando-se com o respectivo grupo controle 

(6.09±0.02). Não observamos alterações da resposta máxima (Emax). Este aumento da 

sensibilidade ao agonista muscarínico pode ser explicado, em parte, pelo aumento do 

acúmulo de fosfato de inositol, que foi seis vezes maior nos ratos tratados com L-

NAME por 30 dias em comparação ao respectivo grupo controle. Entretanto, nos 

ensaios de saturação, o número de receptores (Bmax) não se mostrou alterado, porém, 

observamos que o tratamento com L-NAME aumentou em, aproximadamente, duas 

vezes o valor da constante de afinidade (KD) aos receptores muscarínicos em relação ao 

grupo controle. Observamos que a resposta relaxante ao agonista �3 (BRL 37-344) 

mostrou-se diminuída nos ratos tratados com L-NAME, sem alterações na reposta ao 

isoproterenol e metaproterenol. A análise histológica quantitativa da bexiga urinária 

revelou que a camada muscular do trígono dos ratos tratados com L-NAME estava 28 % 

mais espessa em relação à do grupo controle, sem alterações na camada do detrusor. 

Não foram vistas alterações nas contrações mediadas pelo CaCl2 e nem ao KCl em 

ambos os grupos. A estimulação elétrica (1-32 Hz, 80 V, duração estímulo 10 s) 

produziu contrações dependentes da frequência em ambos os grupos, sendo que na 

freqüência de 32 Hz obtivemos a resposta máxima. Entretanto, nos ratos tratados com 

L-NAME não foram observadas alterações nas amplitudes das contrações em relação ao 

respectivo grupo controle. A adição do antagonista purinérgico, suramin (100 �M), 

reduziu as amplitudes das contrações; porém, a resposta do grupo L-NAME não se 

alterou em relação ao grupo controle. Nossos dados mostram que a inibição crônica de 

NO levou à redução da resposta relaxante mediada por agonista �3-adrenérgico e 

aumento da sensibilidade aos agonistas muscarínicos. As alterações observadas na 

resposta muscarínica é devido ao aumento do segundo mensageiro. Além disso, 
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aventamos a hipótese que a hipersensibilidade do detrusor a agonistas muscarínicos pelo 

bloqueio crônico de NO passa ser secundária à hipertrofia do músculo liso trígono (mas 

não do trígono) e à deficiência do NO em nível de uretra, levando assim a um detrusor 

hiperativo.  
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The urinary bladder is innervated by parassimpathetic and sympathetic fibers, 

which both contribute to the maintenance of the normal micturition cycle: the voiding 

and filling phase. Acethylcholine (ACh) is the main neurotransmitter responsible for the 

detrusor smooth muscle contraction, acting mainly at the muscarinic M2 and M3 

subtypes. The detrusor smooth muscle is also innervated by the non adrenergic non 

cholinergic (NANC) nitrergic fibers, although the exactly mechanism of nitric oxide 

(NO) in this region is not well established. The aim of the present study was to 

investigated the functional, morphological and biochemical alterations in isolated 

detrusor smooth muscle after chronic NO inhibition. Male Wistar rats received N�-

nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) for 7 to 30 days. The following assays were 

carried out: 1) NO synthase activity; 2) plasma nitrite and nitrate (NOx) measurement; 

3) functional assays to muscarinic, β-adrenoceptor agonists, potassium chloride (KCl) 

calcium chrolide (CaCl2) and electrical field stimulation; 4) Measurements of [3H]-

inositol phosphate; 5) [3H]QNB binding assay to determine the dissociation constant 

(KD) and the maximum specific binding (Bmax) and 6) bladder morphology. Detrusor 

smooth muscle strips were mounted in organ baths, containing Krebs-Henseliet at 37oC 

and aerated with 95% O2 and 5% CO2. Each tissue was connected to an isometric 

transducer. After the stabilization period concentration responses curves to carbacol 

(0.001-10 µM), isoproterenol, metaproterenol and BRL 37-344 (0.0001-100 µM), KCl 

(20-200 mM) and CaCl2 (0.01-100 mM) were carried out. Our data showed that chronic 

NO inhibition has increased the potency values for carbachol after 15 and 30 days of 

treatment, being this increase 5-fold higher at 30 days (6.82 ± 0.06) when compared to 

the control group (6.09 ± 0.09). This alterations in the sensitivity for carbachol could be 
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explained, in part, by the 6-fold increase in [3H]-inositol phosphate in bladder from L-

NAME in comparison with the control group. Although no alterations on the Bmax 

values were seen, a 2-fold increase in the KD values was observed. At 30 days, detrusor 

smooth muscle relaxing responses to β3-adrenoceptor agonist BRL 34-377 was 

significantly reduced by L-NAME, whereas the relaxing responses to isoproterenol and 

metaproterenol were not modified. The constitutive NO synthase activity was reduced 

by 86% in bladder at 7-days L-NAME treatment, which was maintained up to 30 days. 

No morphological alterations in detrusor smooth muscle were found; however in the 

trigone smooth muscle, L-NAME treatment caused an increase, approximately 28%, in 

the thickness of the muscular layer. The amplitude of contraction induced by CaCl2 and 

KCl was not different in L-NAME treated group when compared to the control one. The 

contraction induced by electrical field stimulation (1-32 Hz, 80 V, 10 sec) was not 

different between the treated and non treated group; the addition of suramin, a non 

selective purinergic antagonist, significantly reduced the amplitude of contraction on 

both groups; however, no difference on the amplitude response between these groups 

was observed. 

Long-term NO-deficiency increases rat DSM contractile responses mediated by 

muscarinic agonist that are accompanied by significant enhancement in KD values for 

muscarinic receptors and [3H]-inositol phosphate accumulation in bladder. This 

supersensitivity for muscarinic agonists along with reductions of β3-adrenoceptor-

mediated relaxations indicates that overactive DSM results from chronic NO deficiency. 

It is plausible to suggest that chronic NO deficiency at the level of trigone (and/or 

urethra) triggers a persistent contraction leading in turn to a DSM overactive. 
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A hiperatividade da bexiga urinária resulta em urgência, polaciúria, com ou sem 

urge-incontinência, piorando grandemente a qualidade de vida da população (Kumar et 

al., 2005; Hashim & Abrams, 2007). A hipertrofia e a hiperplasia da bexiga urinária 

acarretam obstrução do efluxo à urina, mas os fatores primários que induzem o 

crescimento celular ainda não estão completamente caracterizados. Vários receptores, 

vias de sinalização e fatores de crescimento têm sido implicados nesta disfunção. Os 

estudos experimentais para tal fim têm empregado várias espécies animais e estratégias, 

como obstrução parcial da uretra, indução de diabetes e de diurese osmóticas, aplicação 

de bolos de parafina na bexiga e desnervação ou remoção do gânglio pélvico (Peterson 

et al., 1974; Ekstrom et al., 1984; Steers & de Groat, 1988; Longhrust et al., 1990; 

Malgren et al., 1992; Arner et al., 1993). De modo geral, os resultados têm revelado 

uma influência trófica dos nervos parassimpáticos, onde a atividade contrátil da bexiga 

não necessariamente depende do crescimento hipertrófico (Andersson & Arner, 2004). 

Estudos experimentais mostram que camundongos knockout para a enzima sintase de 

óxido nítrico neuronal (nNOS) apresentam hiperatividade e hipertrofia da bexiga 

(Burnett et. al., 1997). Em bexigas urinárias obstruídas de coelho, a densidade da NOS 

está reduzida (Khan et al., 1999). Em bexiga urinária de rato, o óxido nítrico (NO) 

apresenta efeito inibitório no crescimento das células da musculatura da bexiga, 

sugerindo que a redução da atividade da NOS pode levar à hipertrofia da bexiga 

(Johansson et al., 2002). Em ratos, a inibição aguda (in vitro) da NOS por L-NAME não 

modifica a atividade da musculatura detrusora. Por outro lado, nos modelos animais in 

vivo de obstrução parcial da uretra, observam-se redução da atividade da nNOS e 

aumento da atividade da iNOS (Johansson et al., 2002). Desta forma, é possível que a 

ausência prolongada de NO leve a hiperatividade e hipertrofia da bexiga urinária.  
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1.1 Fisiologia do Ciclo da Micção 
 

1.1.1 Anatomia Trato Urinário Inferior 

O baixo trato urinário é constituído pela bexiga urinária, uretra e esfíncteres. 

A bexiga é um órgão dividido em duas regiões distintas: uma ampla região localizada 

acima dos orifícios ureterais, denominada “corpo da bexiga”, que contém o músculo 

liso detrusor, e uma região menor, abaixo dos orifícios ureterais, denominada “base da 

bexiga”, que é constituída pelo músculo trígono e junção uretravesical (Morrison et al., 

2005; Fry et al., 2005). A principal estrutura muscular da bexiga é o músculo liso 

detrusor. As fibras musculares do detrusor são capazes de se distender, permitindo um 

aumento do volume da bexiga, sem aumento da pressão intravesical, e de se contrair de 

maneira suficiente para gerar a pressão necessária para liberar a urina. A bexiga 

urinária é um órgão elástico que apresenta capacidade de estocar e liberar urina. Esta 

capacidade depende da atividade dos músculos lisos e estriados, uretra e esfíncter 

uretral externo (de Groat, 2006) (Figura 1). 

 O corpo da bexiga é dividido em três partes: a camada serosa que reveste a 

bexiga externamente; a túnica muscular, denominada de músculo detrusor e o urotélio 

que reveste internamente a bexiga com três camadas celulares formando não somente 

uma barreira impermeável como também uma região que secreta substâncias (de Groat 

et al., 2004). A bexiga, a uretra e os esfíncteres, os músculos envolventes, a inervação 

autonômica e somática e os neurotransmissores são peças fundamentais, cuja interação 

resulta no estabelecimento da continência urinária (Morrison et al., 2005). 
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Figura 1.  Desenho esquemático da bexiga (detrusor e trígono) e da saída da 

bexiga (uretra, orifícios ureterais, esfíncteres internos e externos), segundo 

Gosling et al., 1977 (legenda à esquerda) versus Elbadawi, 1984 (legenda à 

direita). 

 

1.1.2 Controle Neural e Mecanismo Sinalização Ciclo Micção 

A dinâmica vesicoesfincteriana compreende duas fases: Fase de enchimento e 

Fase de esvaziamento. A primeira corresponde ao período em que a urina, vinda dos 

ureteres, vai enchendo a bexiga, e depois segue-se a micção. Nesta fase de enchimento, 

há vários mecanismos que impedem a saída da urina para o exterior; são mecanismos 

que contém a urina na bexiga, chamados “Mecanismos de Continência” (Morrison et 

al., 2005).  



54 
 

O trato urinário inferior é inervado pelos nervos parassimpáticos (pélvico), 

simpáticos (hipogástrico) e somáticos (pudendo). Os nervos pélvicos e hipogástricos 

localizam-se na região sacral e lombar, respectivamente (Morrison et al., 2005). O plexo 

pélvico, quando ativado, promove contração do corpo da bexiga, aumentando a pressão 

intravesical e relaxamento da uretra (Andersson, 1993; Andersson & Arner, 2004; 

Morrison et al., 2005). A ativação do hipogástrico, por sua vez, relaxa o corpo da bexiga 

e contrai a uretra e esfíncteres internos (de Groat et al., 1993) (Figura 2). O nervo 

pudendo, quando ativado, contrai o esfíncter uretral externo (de Groat et al., 2001) 

(Figura 3). 

Na fase de enchimento, a pressão intravesical, em humanos e animais, mantém-

se baixa e constante (Figura 3). A acomodação da bexiga durante esta fase é um 

processo passivo e depende das propriedades da musculatura lisa, assim como da 

inibição da atividade eferente parassimpática. A distensão das fibras musculares 

resultante do aumento do volume intravesical ativa as fibras simpáticas as quais 

fecham a uretra e esfíncter interno permitindo o armazenamento da urina. Durante esta 

fase, a atividade do esfincter uretral externo está aumentada, refletindo aumento da 

atividade somática e conseqüente resistência da saída da bexiga, contribuindo para o 

processo de continência (Andersson et al., 1993; de Groat, 2006) (Figuras 2 e 3). 
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Figura 2.  Mecanismos reflexos das fases de enchimento e esvaziamento. (A) 

Reflexos da fase enchimento: durante a fase de enchimento há a ativação de fibras 

nervosas simpáticas (hipogástrico) e somáticas (pudendo), que, quando ativadas, 

promoverão o fechamento da saída bexiga (base e uretra) assim como do esfíncter 

uretral externo, respectivamente. (B) Reflexos da fase de esvaziamento: o início da 

micção aumenta a atividade visceral aferente, a qual ativará o centro da micção 

(centro pontino micção), promovendo assim inibição das vias simpáticas e 

somáticas. O centro pontino estimulará as fibras nervosas eferentes 

parassimpáticas que inervam tanto a bexiga como a saída da bexiga. PAG: zona 

periaquedutal (de Groat, 2006). 
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Figura 3.  Traçados de cistometria (painel superior) e de eletromiograma do 

esfincter (EMG; painel inferior) em humano normal. O eixo x representa volume 

(mL) e o eixo y representa a pressão intravesical (cmH2O). A seta à esquerda 

representa o início da infusão de salina na bexiga (enchimento bexiga). As linhas 

verticais indicam o início e o término do relaxamento do esfíncter (de Groat, 

2006). 

  

Uma vez atingida a capacidade máxima da bexiga, os receptores sensíveis as 

variações de pressão, presentes no interior do músculo detrusor, emitem sinais aos 

centros corticais do cérebro para iniciar a fase de esvaziamento, que compreenderá a 

contração do músculo detrusor e relaxamento esfincteriano. Para iniciar o processo da 

micção é necessário que o córtex cerebral reconheça o desejo de urinar e decida o 

momento de esvaziar a bexiga. Quando tal desejo é devidamente reconhecido, a uretra 

encurta-se diminuindo a resistência ao fluxo (Hostelge & Mouton, 2003); 

consequentemente, a bexiga libera o seu conteúdo sob controle voluntário, através de 

uma atividade coordenada do músculo detrusor e da uretra. Este contrai em reposta à 

estimulação dos receptores muscarínicos, e a uretra relaxa em reposta, principalmente, à 
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ação do óxido nítrico (NO) (Kavia et al., 2005; James et al., 1993; Smith et al., 1996). 

Assim, o reflexo da micção é completamente autônomo por parte da espinha-medula, 

mas pode ser voluntariamente facilitado ou inibido por centros cerebrais (de Groat et al., 

1993; Yokoyama et al., 2000). 

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor primário responsável pela micção. Os 

receptores muscarínicos são encontrados em toda a bexiga, ou seja, no músculo 

detrusor, no urotélio e nos terminais nervosos parassimpáticos e simpáticos. Apresentam 

maior densidade no corpo do que na base bexiga (Matsui et al., 2000, 2002).  

No músculo detrusor, dois subtipos de receptores muscarínicos são 

encontrados, o receptor M2, que está presente em maior proporção (90%), e o M3 que 

corresponde a aproximadamente 10% do total. As contrações do músculo detrusor são 

atribuídas ao receptor M3, que está acoplado a uma proteína Gq/11 que ativa a 

fosfolipase C (PLC) levando à hidrólise do fosfatidilinositol (IP2) para inositol 1,4,5 

(IP3) e diacilglicerol (DAG) (Longhurst et al., 1995). O papel dos receptores M2 ainda 

não está claro, possíveis ações como inibição da adenilato ciclase, ativação de canais 

iônicos não específicos e inativação de canais iônicos para o potássio parecem 

contribuir para a contração do músculo detrusor, mediada por este subtipo de receptor 

muscarínico (Anderson & Hedlung, 2002) (Figura 4). 
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Figura 4.  Mecanismo de biossinalização do subtipo M3. A ativação dos receptores 

M3 pela Ach ativa a PLC, produzindo IP3 e DAG. O aumento de IP3 leva ao 

aumento da [Ca]i o qual ativará a MLC quinase, promovendo a fosforilação da 

MLC e consequentemente a contração. O DAG ativa a PKC que inibirá a MLC 

fosfatase. ACh: acetilcolina, PLC: fosfolipase C, IP3: trifosfato de inositol, SR: 

retículo sarcoplasmático, Ca+2: íons cálcio, MLC kinase: quinase cadeia leve 

miosina, MLC: cadeia leve miosina, MLC-P: fosforilação da cadeia leve miosina, 

CIC: cálcio induzindo liberação de cálcio, PKC: proteína quinase C, MLC-

fosfatase: fosfatase da cadeia leve miosina. 

 

Mais recentemente, Bravermann et al. (2006) sugeriram que os receptores do 

subtipo M2 contribuem para a contração da bexiga, apresentando um sinergismo com o 

M3 na resposta contrátil, por mecanismos distintos. Por outro lado, Matsui et al. (2002) 

verificaram que a resposta contrátil da bexiga ao carbacol in vivo e in vitro permanece 

inalterada em camundongos deficientes do gene para o receptor do subtipo M2, ao 
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passo ao passo que em camundongos deficientes do gene para o M3 a resposta contrátil 

ao carbacol diminui para aproximadamente 5% da resposta máxima.  

Os receptores muscarínicos também estão localizados no urotétio, onde podem 

induzir a liberação de um fator difusível, denominado Fator Inibitório Derivado do 

Urotélio (UDIF), cuja ação parece ser a de inibir a contração subjacente do músculo 

liso detrusor. Este fator ainda não foi identificado, mas sabe-se que sua ação não é 

afetada por inibidores da via do NO ou da ciclooxigenase (COX) (Chaiyaprasithi et al., 

2003). Em bexigas urinárias isoladas de ratos, o urotélio não apresenta receptores 

muscarínicos (Saito et al., 1997), e o UDIF parece ter origem no próprio músculo 

detrusor (Chess-Williams, 2002).  

 Em mamíferos, o relaxamento do detrusor se dá, principalmente, pela via do 

AMPc, e da proteína quinase A (PKA) a qual é ativada após ligação da noradrenalina 

(NOR) aos receptores beta (�)-adrenérgicos (Figura 5).  Os subtipos � 1,2,3 estão 

presentes na bexiga urinária tanto de animais como de humanos; entretanto, em 

humanos o RNAm do subtipo �3 corresponde a mais de 95% do total de RNAm de �-

adrenoceptores (Nakahira et al., 2001). Estudo prévio mostrou que em coelhos com 

obstrução parcial da uretra, os níveis de AMPc estão diminuídos, e que substâncias 

capazes de aumentar estes níveis produziram melhora dos sintomas característicos 

desta desordem. Apesar da presença de adrenoceptores na bexiga, seu papel na função 

urinária ainda é controverso; a simpatectomia, o bloqueio dos receptores adrenérgicos, 

assim como a deficiência da dopamina hidroxilase (enzima que converte dopamina em 

noradrenalina) não produziram alterações no processo de micção (Gillespie, 2004). 
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Figura 5. Esquema da formação e hidrólise do AMPc no detrusor. A estimulação 

do receptor do subtipo 3 pela NA ativa a AC com conseqüente aumento do 

AMPc, o qual é degradado pela PDE a 5-AMP. NA: noradrenalina, AC: adenilato 

ciclase, PKA: proteína quinase A, PDEs: fosfodiesterases, KATP: canal potássio 

ativado por ATP, 3: receptor beta-3 adrenérgico, PKC: proteína quinase C, 

ATP: trifosfato de adenosina, cAMP: monofosfato de adenosina cíclico, BKca: 

canal de potássio ativado por cálcio. 

 

1.1.3 Inervação não adrenérgica não colinérgica (NANC) no baixo trato urinário: NO 

e ATP 

1.1.3.1 Inervação NANC inibitória: NO 

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

reação catalisada por uma família de enzimas denominadas sintase óxido nítrico 

(NOS). A NOS utiliza como substrato o NADPH e o oxigênio molecular (O2) e oxida o 

grupo guanidina da L-arginina, em processo que consome cinco elétrons e resulta na 

formação do NO com quantidade estequiométrica de L-citrulina (Moncada et al., 1991) 

(Figura 6). A atividade da NOS se dá pela presença de diversos cofatores e grupos 
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prostéticos, dentre eles a flavina adenina dinucleotídeo (FAD), flavina adenina 

monucleotídeo (FMN), ferro, zinco e o (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (BH4).  

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

(nNOS) e induzível (iNOS) cada qual codificada por diferentes genes (Stuehr et al., 

2004). Tanto a eNOS como a nNOS são denominadas de NOS constitutivas (cNOS), 

pois estão normalmente expressas nas células e atuam de modo dependente de cálcio e 

de calmodulina para sua ação. O NO formado através da eNOS regula o tônus 

vascular, previne a adesão dos leucócitos e das plaquetas, enquanto que o NO formado 

a partir da nNOS atua como neurotransmissor e/ou neuromodulador no sistema 

nervoso central e no periférico. A isoforma iNOS é expressa em diferentes tipos 

celulares como macrófagos, hepatócitos e músculo liso vascular; é estimulada por 

substâncias pró-inflamatórias, como o lipopolissacarídeo (LPS) e citocinas. Esta 

isoforma não é dependente de cálcio e, uma vez expressa, produz grandes quantidades 

de NO por longos períodos de tempo (Moncada et al., 1991). O mecanismo de ação do 

NO, de modo geral, envolve a sua ligação na porção heme da guanilato ciclase solúvel 

(sGC), induzindo uma mudança conformacional que leva a enzima a sintetizar 3’,5’ 

monofosfato guanosina cíclico (cGMP) a partir do trifosfato de guanosina (GTP) 

(Figura 6). Esta enzima tem sido detectada em diversos tecidos, como pulmão, cérebro, 

coração, rim, fígado, placenta, pâncreas, medula, útero (Nakane et al., 1990; Budworth 

et al., 1999; Schoser & Behrends, 2001) e bexiga de humanos (Ehsan et al. 2002) e de 

cobaia (Smet et al.1996).  O acúmulo de cGMP regula numerosas funções no 

organismo como o tônus dos vasos, neurotransmissão e respostas inflamatórias 

(Nakane et al., 1990; Budworth et al., 1999; Schoser & Behrends, 2001). Compostos 

endógenos e exógenos, incluindo autacóides, hormônios, neurotransmissores e toxinas 
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produzem respostas celulares mediadas pelo cGMP, que tem diferentes alvos no 

sistema celular, como canais iônicos, fosfodiesterase (PDE) ou proteínas quinases 

(Lucas et al., 2000). Duas proteínas quinases dependentes de GMPc foram 

identificadas: a cGKI, presente em altas concentrações no músculo liso, plaquetas, 

células de Purkinje e cerebelo, e a cGKII, expressa no intestino delgado, cérebro e 

cartilagens (Pfeifer et al., 1998). A inativação da cGKI em camundongos abole o 

relaxamento do músculo liso vascular e cerebral, dependente de NO/GMPc causando 

hipertensão arterial e perda da motilidade (Pfeifer et al., 1998). 

 

Figura 6. Biossíntese e mecanismo de ação do óxido nítrico. NOS: sintase 

óxido nítrico, CaM: calmodulina, NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato, NADP: nicotinamida adeniana dinuleotídeo fosfato, FAD: flavina adenina 

dinucleotídeo, FMN: , flavina mononucleotídeo, BH4: tetrahidrobiopterina, Ca+2: 

cálcio, sGC: guanilato ciclase solúvel, cGMP: monofosfato guanosina cíclico, 

GTP: trifosfato guanosina, PPi: pirofosfato (Proskuryakov et al., 2005). 

A atividade da NOS é detectada no urotélio, músculo liso, músculo estriado, 

nervos e vasos sanguíneos do baixo trato urinário. O músculo liso detrusor tem pouca 
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densidade de fibras nitrérgicas quando comparado ao trígono e uretra (Mamas et al., 

2003). A nNOS foi identificada em terminações nervosas no músculo detrusor, embora 

com densidade inferior à encontrada na uretra e no trígono (Burnett et al., 1997). Em 

bexigas urinárias de humanos verificou-se imunoreatividade para a nNOS nas fibras 

nitrérgicas da superfície submucosa e entre as células musculares (Persson et al.,1999), 

enquanto que a eNOS foi detectada tanto em células endoteliais das veias como nas 

células do músculo liso do baixo trato urinário (Fathian-Sabet et al., 2001). Além disso, 

camundongos machos deficientes de nNOS apresentam aumento da massa e 

hiperatividade da bexiga, sugerindo que o NO está envolvido no relaxamento muscular 

durante a fase de enchimento da bexiga (Burnett et al., 1997). Foi visto que a infusão 

intrauretral de doadores de NO (S-nitroso-N-acetilpenicilamina [SNAP] ou 

nitroprussiato (SNP, 1-2 mM) diminui em, aproximadamente, 30% a pressão uretral e 

45-75% as freqüências de contrações da bexiga, sem alterar as amplitudes de contração 

da mesma (Jung et al., 1999). 

Estudos prévios mostraram que drogas que aumentam as concentrações 

intracelulares do nucleotídeo GMPc relaxam o baixo trato urinário. Se presume que o 

AMPc desempenha um importante papel no relaxamento do detrusor, enquanto o 

GMPc desempenha um papel no relaxamento da uretra (Andersson & Wein, 2004; 

Wheeler et al., 2005). A inativação do GMPc (figura 7) ocorre através da ação de 

enzimas denominadas de (PDE). 
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Figura 7.  (B) Esquema da hidrólise do GMPc. O NO ativa a sGC, aumentando a 

concentração de GMPc, o qual é degrado a 5-GMP pela PDE. NO: óxido nítrico, 

PDE: fosfodiesterase, sGC: guanilato ciclase solúvel, GTP: trifosfato de 

guanosina, PHG: proteína quinase G. 

 

Até o presente momento foram identificadas onze diferentes famílias de PDE, as 

quais diferem em estrutura, regulação e especificidade para os substratos (Figura 8) 

(Soderling & Beavo, 2000). Alguns autores demonstraram a presença da PDE-5 em 

próstata (Uckert et al., 2001), bexiga (Qiu et al., 2001) e uretra de rato (Kuhn et al., 

2000), sugerindo que a via o GMPc contribui também para a manutenção do tônus do 

baixo trato urinário. 
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Figura 8.  Esquema ilustrando a hidrólise do AMPc/GMPc pelos subtipos de  PDE 

e uma possível interação entre os nucleotídeos cíclicos. R+ e R- significa receptores 

que estão ou não acoplados à AC. PDE, fosfodiesterase, AC, adenilato ciclase, NO, 

óxido nítrico, PKG1, proteína quinase G1, GCs, guanilato ciclase solúvel, PKA, 

proteína quinase A. 

 

1.1.3.2 Inervação NANC excitatória: ATP 

 As contrações induzidas por estímulo elétrico em bexigas urinárias de várias 

espécies de mamíferos não são exclusivamente de natureza colinérgica. Em bexiga 

urinária de rato, a atropina inibe em, aproximadamente, 25% a resposta contrátil, ao 

passo que em bexiga de coelho e de cobaia, a redução pela atropina é estimada em 40% 

e 75%, respectivamente (Brading & Inoue, 1991).  

 As contrações induzidas por estímulo elétrico são mimetizadas pela 

administração exógena de ATP e, por isso, acredita-se que o ATP seja o principal 

mediador responsável pelo componente NANC-excitatório neste tecido (Burnstock, 

2001). As contrações induzidas pelo ATP no músculo detrusor envolvem duas famílias 
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de receptores purinérgicos: um ligado ao canal iônico (P2X), que promove o influxo de 

cálcio extracelular, e outro acoplado à proteína-G (P2Y), que envolve a sinalização via 

fosfolipase C/IP3 e liberação de cálcio extracelular (Burnstock & Willians, 2000). Em 

cobaia foi visto que os subtipos P2X1 e P2X2 são responsáveis pela ação excitatória na 

musculatura detrusora, enquanto que em outras espécies (coelho, cão e rato) a ação 

excitatória foi atribuída ao P2X1 e P2X4 (Burnstock, 2000). Técnicas de 

imunohistoquímica mostraram que em humanos o subtipo predominante é o P2X1, e 

que em condições de obstrução parcial da uretra este subtipo de receptor encontra 

aumentado (O’Reilly et al., 2001). 

 Técnicas de imunohistoquímica revelaram a presença do subtipo P2X2/3 em 

neurônios aferentes assim como na parede da bexiga, no ureter e na camada 

suburotelial. Estudos de patch clamp revelam que a grande maioria de neurônios 

aferentes oriundos da bexiga responderam ao análogo mais resistente à hidrólise (�,� 

metil-ATP) e ao próprio ATP, sugerindo que a via aferente expressa 

predominantemente estes tipos de receptores. A administração intravesical de ATP 

aumenta a atividade reflexa das fibras; por outro lado, a desensibilização dos 

receptores purinérgicos pela administração intravesical do �,� metil-ATP ou através do 

antagonista suramin, diminui a atividade aferente reflexa. Além disso, em 

camundongos knockout para o receptor P2X3, a atividade aferente é praticamente 

abolida (Pandita & Andersson, 2002; Zhang et al., 2003; Nishiguchi et al., 2005). 
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1.2 Sintomas Trato Urinário Inferior 

Segundo a Sociedade Internacional de Continência (2002), os sintomas do baixo 

trato urinário podem ser divididos em três grupos:  

1) Sintomas na Fase de Enchimento, onde ocorrem alterações durante o 

enchimento da bexiga e caracteriza-se por urgência, polaciúria, noctúria e 

urgeincontinência; 

2) Sintomas na Fase de Esvaziamento, onde ocorrem alterações durante a fase de 

esvaziamento e caracteriza-se por jato urinário fraco, dificuldade para iniciar micção, 

esforço miccional, gotejamento terminal; 

3) Sintomas Pós Miccionais, onde são ocasionados imediatamente após a micção e 

incluem sensação de esvaziamento incompleto e gotejamento pós-miccional. 

O enfoque deste presente trabalho será nas alterações da fase de enchimento, 

onde se encontra a síndrome da bexiga hiperativa. 

1.2.1 Síndrome da Bexiga Hiperativa 

A síndrome da bexiga hiperativa, síndrome de urgência ou síndrome de 

urgência-freqüência caracteriza-se pela presença de urgência miccional, com ou sem 

urge-incontinência, usualmente acompanhada de noctúria e aumento da freqüência 

urinária, na ausência de fatores infecciosos, metabólicos ou locais (Abrams et al., 2002). 

É condição que compromete sobremaneira a qualidade de vida, sendo causa de 

isolamento social, frustração e ansiedade. Steers & Lee (2001) referiram que a 

depressão é mais comum em pacientes com urge-incontinência em comparação àquelas 

com incontinência urinária mista ou incontinência urinária de esforço. Abrams (2000) e 
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Milson et al. (2001) ressaltam que mesmo as pacientes com bexiga hiperativa sem perda 

urinária tem a qualidade de vida  bastante comprometida. 

Estima-se que a prevalência da bexiga hiperativa nos Estados Unidos seja de 17% 

(Stewart et al., 2001), no Oeste Europeu de 16% (Milsom et al., 2001) e na América do 

Sul de 18% (Teloken et al., 2006). 

  

1.2.2 FISIOPATOLOGIA  

    A fisiopatologia da bexiga hiperativa não é totalmente conhecida. Existem 

vários mecanismos envolvidos, de origem periférica (Drake et al., 2001), central (de 

Groat, 1997; de Groat 1998) ou miogênica [Brading, 1997; Drake et al., 2000), que 

talvez explique a diversidade de sintomas aos tratamentos disponíveis.  

 

    A) BEXIGA HIPERATIVA NEUROGÊNICA  

      O armazenamento e a eliminação periódica de urina dependem da 

atividade coordenada de duas unidades funcionais do trato urinário inferior: o 

reservatório (bexiga) e a saída (colo vesical, uretra e esfíncter uretral). O sincronismo 

entre essas estruturas é mediado pelo controle neurológico localizado no cérebro, na 

substância reticular da ponte, no cerebelo, na medula e nos gânglios periféricos, com a 

participação de diversos neurotransmissores e neuromoduladores. A forma 

neurogênica de bexiga hiperativa decorre de afecções neurológicas, como lesões supra-

pontinas (acidentes vasculares cerebrais, tumores, traumatismos cranianos, doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson) e lesões medulares (dissinergia detrusor-esfincteriana) 

(Vizzard, 2006). 
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B)    BEXIGA HIPERATIVA NÃO NEUROGÊNICA    

B1)   OBSTRUÇÃO URINÁRIA 

A obstrução vesical é reconhecida como etiologia da bexiga hiperativa há muito 

tempo, em especial em homens com hiperplasia prostática. Após a desobstrução, os 

sintomas desaparecem em dois terços dos casos (Thomas & Abrams; Patel & Chapple, 

2008). Nas mulheres, as distopias acentuadas e as causas iatrogênicas (hipercorreções 

de incontinência urinária) podem determinar uma condição semelhante (Smith et al., 

2006).  

Várias são as hipóteses para explicar a associação entre obstrução vesical e 

bexiga hiperativa. Alterações histológicas incluem hipertrofia e hiperplasia dos 

miócitos, aumento na deposição do colágeno e diminuição da inervação parassimpática. 

Alguns estudos sugerem que esta denervação parcial do detrusor seja conseqüência de 

lesões isquêmicas provocadas pela redução do fluxo sangüíneo ao detrusor hipertrofiado 

(Malmqvist et al., 1991; Gabella & Uvelius, 1994; Turner & Brading, 1997; Gosling et 

al., 2000). 

Estudos experimentais mostram que a hipertrofia do detrusor se acompanha de 

diminuição da função contrátil e do aparecimento de atividade elétrica espontânea. 

Como conseqüência as fibras musculares se tornam mais irritáveis e perdem o 

sincronismo. Outra teoria causal envolve o aumento do fator de crescimento neuronal 

(NGF) que causaria hipertrofia de fibras nervosas aferentes e eferentes e aumento da 

atividade reflexa da bexiga (Tanner et al., 2000; Lluel et al., 2002; Johansson et al., 

2002; Su et al., 2003).  
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  B2) HIPERSENSIBILIDADE AFERENTE 

   Os impulsos aferentes são essenciais para o controle da micção. Alterações 

nesta atividade aferente estão implicadas na etiologia da bexiga hiperativa. Os impulsos 

aferentes provenientes da bexiga são conduzidos predominantemente por fibras 

pequenas e mielinizadas do tipo A, que são sensíveis à distensão e/ou à contração 

vesical. As fibras aferentes do tipo C, localizadas principalmente na região sub-urotelial, 

não são mielinizadas e sua ativação se dá por estímulos químicos, irritativos e térmicos, 

mas existem dúvidas de sua real participação na micção normal. Na bexiga hiperativa, 

mecanismos excitatórios secundários podem ser predominantes e as fibras C ficarem 

mais ativas (Gabella & Davis, 1998; de Groat & Yoshimura, 2006; Birder & de Groat, 

2007). 

Sabe-se que vários neurotransmissores produzidos e liberados pelo urotélio e 

pelo plexo nervoso suburotelial, em resposta à distensão vesical, podem facilitar ou 

dificultar o início da micção e, por conseguinte, estarem implicados na fisiopatologia da 

bexiga hiperativa (Baskin et al., 2001). De acordo com Burnstock (1999), o ATP 

liberado pelo urotélio de ratos em resposta à distensão vesical, atuaria sobre os 

receptores purinérgicos P2X3 de nervos subepiteliais, estimulando fibras nervosas 

aferentes que transmitiriam o impulso ao sistema nervoso central, dando início ao 

reflexo da micção. A utilização de antagonistas do ATP tem se mostrado eficaz em 

reduzir a atividade aferente induzida pela distensão vesical in vitro (Lu et al., 2007). 

Outro neurotransmissor provavelmente envolvido na fisiopatologia da bexiga hiperativa 

é o NO. Estudos mostram que este neurotransmissor é liberado pelo urotélio e por 

nervos suburoteliais e intramurais em resposta à distensão vesical. Atua 

como importante fator para o relaxamento não-adrenérgico e não-colinérgico do 
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músculo detrusor durante o enchimento vesical (Ozawa et al., 1999; Yoshimura et al., 

2001). Além disso, o NO pode ser um dos fatores envolvidos na queda da pressão intra-

uretral que precede a contração do detrusor no início do esvaziamento vesical. Em 

estudos de cistometria em ratos, o seqüestrador de NO, oxihemoglobina, causou 

aumento das contrações involuntárias durante a fase de enchimento, sugerindo que a 

deficiência de NO poderia contribuir para o surgimento da hiperatividade vesical 

(Pandita et al., 2000).  

As taquicininas e neurocininas A e B (NKA e NKB) também foram detectadas 

em fibras nervosas aferentes do tipo C, sendo liberadas em resposta ao estímulo 

irritativo. Lecci and Maggi (2001) mostraram que a hiperatividade vesical induzida por 

estímulo químico pode ser inibida ou prevenida por antagonistas das neurocininas. 

O polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) tem sido considerado um agente 

inibitório das vias eferentes parassimpáticas e excitatório das vias aferentes, juntamente 

com a substância P. Concentrações reduzidas de VIP têm sido encontradas em biópsias 

de detrusor com bexiga hiperativa quando se compara com a musculatura vesical 

normal, que pode estar relacionado com o desencadeamento da bexiga hiperativa 

(Uckert et al., 2002). A participação de outros neurotransmissores e mediadores como 

os prostanóides, serotonina, dopamina, histamina, cálcio e fator de crescimento neuronal 

também têm sido implicadas na gênese da bexiga hiperativa.  

 

  C) ALTERAÇÕES NO MÚSCULO DETRUSOR (TEORIA MIOGÊNICA)  

   Achados microscópicos mostraram anormalidades estruturais no músculo 

detrusor provenientes de bexigas hiperativas, incluindo aumento de elastina e de 

colágeno, bem como predomínio de dois tipos de junções celulares; protusões 
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juncionais e aposições ultrapróximas, que é compatível com a facilitação de transmissão 

celular elétrica (Brading, 1997). As teorias neurogênicas e miogênicas não são 

mutuamente exclusivas. Os dois processos podem coexistir produzindo manifestações 

clínicas. Assim, alterações primárias do detrusor podem desencadear anormalidades 

neurológicas, que, por sua vez, facilitariam a condução da atividade elétrica, 

predominante na bexiga hiperativa (German et al., 1995; Charlton et al., 1999; Drake et 

al., 2000). Da mesma forma, as alterações neurológicas podem levar a mudanças na 

estrutura, sensibilidade e comportamento do músculo detrusor.  

 

1.3 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO        

Anticolinérgicos 

Os agentes antimuscarínicos são antagonistas competitivos e bloqueiam a ação 

da ACh oriunda da inervação parassimpática. São os fármacos de escolha para o 

tratamento da bexiga hiperativa-detrusor hiperativo, já que diminuem a capacidade de 

contração da bexiga. Estes fármacos atuam, principalmente, durante a fase de 

enchimento, diminuindo os sintomas de urgência, aumentando assim a capacidade da 

bexiga (Morrison et al., 2002). Os agentes antimuscarínicos podem ser divididos em 

aminas terciárias e quaternárias (Guay, 2003). Diferem quanto à lipofilicidade, carga 

molecular e peso molecular. Os compostos terciários (tartarato de tolterodina, cloridrato 

de oxibutinina, cloridrato de darifenacian e solifenacina) geralmente têm maior 

lipofilicidade, são bem absorvidos pelo trato gastrintestinal, enquanto que os compostos 

quaternários (cloridrato de trospium) não são bem absorvidos e têm pouca absorção pelo 

sistema nervoso central (Guay, 2003). Apresentam efeitos colaterais sistêmicos uma vez 

que o bloqueio dos receptores muscarínicos não ocorre apenas na bexiga, onde 
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predominam receptores M2 e M3. Dentre as principais queixas dos pacientes destacam-

se boca seca, tontura, constipação, sonolência e turvação visual.  
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JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 Os sintomas do baixo trato urinário em homens sempre estiveram associados à 

hiperpasia prostática benigna. Acreditava-se que o aumento da massa prostática e, 

consequentemente, a obstrução do fluxo urinário fosse a base para as alterações 

miccionais. Entretanto, nem todos os homens com bexiga hiperativa apresentavam 

hiperplasia prostática; além disso, alterações miccionais também ocorrem em mulheres. 

Sabe-se que a patofisiologia dos sintomas do baixo trato urinário é multifatorial; muitos 

alvos terapêuticos têm sido explorados, não somente para o entendimento como também 

para o tratamento desta desordem. Sendo assim, atualmente, substâncias que atuem na 

via NO-GCs-GMPc, agonistas beta-adrenérgicos, ativadores dos canais de potássio tem 

ganho grande enfoque para o tratamento desta desordem. 

Até o presente momento, nenhum estudo relata o emprego da inibição crônica da 

atividade da NOS com o objetivo de se estudar o papel do NO na bexiga urinária. O 

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

L-NAME, nos possibilitará a compreensão da função do NO nas alterações funcionais e 

morfológicas do músculo detrusor em bexiga urinária de rato. O modelo da inibição 

crônica da NOS pelo L-NAME, primeiramente descrito por Ribeiro et al. (1992) e 

Baylis et al. (1992) em ratos, tem sido amplamente descrito na literatura, e apresenta 

grandes facilidades metodológicas no estudo da função do NO em diversos tecidos.  
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OBJETIVO 
 

Objetivo Geral 

Investigar os efeitos da inibição crônica da sintase de NO na reatividade do músculo liso 

detrusor de ratos em resposta a agonista muscarínico e -adrenérgico, assim como à 

estimulação elétrica. Tivemos também como objetivo analisar a morfologia da bexiga 

urinária, e quantificar a atividade da NOS, os níveis de fosfato de inositol e o número de 

afinidade de receptores muscarínicos. 

 

Objetivos Específicos: 

• Investigar as alterações funcionais em detrusor isolado após tratamento crônico com         

L-NAME através de curvas concentração resposta a agonista muscarínico (carbacol), �-

adrenérgico (isoproterenol, metaproterenol e BRL 37-344), cloreto de cálcio e potássio, 

e estimulação elétrica.  

• Investigar as alterações bioquímicas após tratamento crônico com L-NAME através da 

dosagem de nitrito/nitrato, atividade da sintase de óxido nítrico e avaliação do acúmulo 

de fosfatos de inositol total;  

• Investigar as alterações nos receptores muscarínicos através de binding de saturação; 

• Investigar as alterações morfológicas quantitativas dos músculos detrusor e trígono. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
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2.1 Animais de Experimentação 

Foram utilizados ratos Wistar machos (8-12 semanas), pesando entre 220, 

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 (12h/12h), a uma temperatura de 25°C, em gaiolas coletivas (5 ratos por 

gaiola). Ração e água foram fornecidas ad libitum. Os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê Ética em Experimentação Animal (CEEA-IB/UNICAMP), 

protocolo no 962-1 

 

2.2 Tratamento Crônico com L-NAME 

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

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

oferecidos através da ingestão hídrica, em uma dose aproximada de 20 mg/rato/dia (L-

NAME) por 7, 15 e 30 dias tratamento. Foram controlados, semanalmente, o peso 

corpóreo e pressão arterial em todos os grupos estudados. Os animais do grupo controle 

foram submetidos às mesmas condições experimentais, porém receberam apenas água. 

 

2.3 Medida da Pressão Arterial 

As pressões arteriais dos grupos controle e L-NAME foram determinadas antes 

de se iniciar o tratamento, sendo consideradas como médias basais. Iniciado o 

tratamento, as pressões arteriais foram determinadas semanalmente. Para a medida das 

pressões artérias, os animais foram colocados em gaiolas aquecidas à 37oC por 20 



80 
 

minutos, para provocar dilatação dos vasos caudais. Após este período, os animais 

foram colocados em um contensor modelo 1262 (Narco Bio Systems, Texas, USA). Na 

cauda do animal adaptava-se um manguito acoplado a um 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 era desinsuflado até reiniciarem as pulsações, e o valor da pressão 

arterial era lido no manômetro. As medidas foram consideradas válidas quando não 

houve variações significativas, isto é, acima de 2 mmHg (Zatz, 1990). 

 

2.4 Ensaio da atividade da NOS 

A medida de atividade de NOS foi baseada na conversão de [3H] L-arginina para 

[3H] L-citrulina pela NOS conforme proposto por Hiki et al. (1992). Os tecidos foram 

homogeneizados com homogeneizador de teflon-vidro na presença de tampão Tris-HCl 

50 mM, (pH 7,4) contendo L-citrulina (1 mM), leupeptina (10 µg/ml), inibidor de 

tripsina (10 µg/ml), aprotinina (2 µg/ml) e PMSF (1 mM), 5 volumes/g tecido. Os 

homogenatos foram centrifugados à 12000 g por 10 minutos à 4°C e os sobrenadantes 

foram passados em colunas contendo 0.6 ml de resina Dowex (troca iônica) para a 

retirada da arginina endógena. Cinqüenta microlitros dos eluídos foram usados na 

incubação (37°C por 15 minutos) em um volume final de 100 µL de reação contendo 

CaCl2 (1 mM), calmodulina (CaM, 1 µg/mL), FAD (10 µM), tetrahidrobiopterina (3 

µM), NADPH (2 mM) e L-arginina/L-[3H]arginina  (100 µM, 100.000 cpm), 
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preparados em tampão Tris-HCl (50 mM, pH 7.4) contendo L-valina (1 mM). Em 

paralelo, controles farmacológicos foram realizados utilizando-se EGTA (1 mM) 

(omitindo-se o CaCl2 para a determinação da atividade da iNOS) ou L-NAME (1 mM) 

no meio de incubação.  

A atividade de NOS dependente de Ca2+ foi calculada como a diferença entre as 

que continham Ca2+ e EGTA no meio de incubação. A reação foi interrompida com 1 

mL de tampão à 4oC HEPES (20 mM, pH 5.4 contendo EGTA 1 mM e EDTA 1 mM). 

Os conteúdos totais dos tubos onde foram realizados os ensaios foram transferidos para 

colunas contendo  0.6 mL de resina Dowex (equilibrada com tampão HEPES; pH 5,4) 

para separar a [3H] L-arginina da [3H] L-citrulina formada.  

Os volumes eluídos foram coletados em viais de cintilação e 10 mL de líquido 

de cintilação foram adicionados. A medida da radioatividade foi realizada em contador 

β. As concentrações de proteínas foram determinadas pelo método de Bradford (1976). 

A quantidade de citrulina produzida em 15 min é calculada como:  

pmol citrulina=1000 x (cpmamostra - cpmbranco) / cpmTC - cpmbranco)  

O valor obtido deve ser corrigido pelo tempo de incubação e pela quantidade de 

proteína em 50 µl de homogenato. A atividade da NOS foi expressa como picomoles de 

citrulina por minuto por miligrama de proteína (pmol L-cit/min/mg). 
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2.5  Determinação da formação dos fosfatos de inositol (mono-, bi- e trifosfato de 

inostol) em bexiga  

A bexiga de rato (aproximadamente 70-90 mg) foi pesada, seccionada em 

pequenos fragmentos e incubada em líquido nutritivo Krebs (37°C, 10 minutos), e, a 

seguir, foi adicionado 3 µCi [3H] mio-inositol (80 minutos) e posteriormente cloreto de 

lítio (LiCl, 10 mM, 30 minutos). Após esse período, o tecido foi incubado na ausência 

(para determinação do nível basal de fosfatos de inositol) e na presença de carbacol (1 

nM a 1 mM), por 40 minutos. Em algumas amostras, o antagonista muscarínicos p-

fluoro-hexahydro-sila-diphenidol (pfHHSiD, 100 µM), em concentração próxima de 

seu valor de pKi (descrito na literatura por Doods et al., 1993 e Dong et al., 1995), foi 

adicionado 5 minutos antes do carbacol. A seguir, o tecido foi retirado e lavado com 

líquido nutritivo Krebs. 

Para a extração dos fosfatos de inositol (mono-, bi- e trifosfato de inositol) foi 

utilizado o método de Fox et al. (1985), com algumas modificações. A bexiga foi 

homogeneizada em 2 ml de metanol:clorofórmio (2:1 v/v), empregando-se 

homogenizador Ultra-Turrax, a 9.500 rpm, 3 vezes, 30 segundos. Em seguida, ao 

homogenato foi acrescido 0,62 ml de clorofórmio e 0,93 ml de água destilada, 

centrifugado a 2.000 g (5 minutos, 4°C), para separação das fases orgânica 

(fosfolipídeos) e aquosa (fosfatidilinositóis).  

Os fosfatos de inositol foram separados segundo o método descrito por Ascoli et 

al., (1989) com algumas modificações. Assim, a fase aquosa contendo os 

fosfatidilinositóis foi incubada com 1 ml de resina de troca iônica (Dowex AG1-X8, 

200-400 mesh) por 30 minutos, à temperatura ambiente e sob agitação em vortex. 
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Decorrido esse período foi centrifugada a 2.000 g (5 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi 

descartado. A resina foi tratada, sequencialmente, com 4 ml de mio-inositol (10 mM) e 

com 2 ml de uma solução de borato de sódio 5 mM/formiato de sódio 60 mM para a 

eluição de mio-inositol livre (inespecífico) e de glicerofosfo-inositol, respectivamente. 

Em seguida, a resina foi incubada com 2 ml de uma solução de ácido fórmico 0,1 

M/formiato de amônio 1 M (30 minutos, temperatura ambiente) e sob agitação em 

vórtex. Decorrido esse período, a resina foi centrifugada (1.000 g, 5 minutos, 4°C) e os 

fosfatos de inositol foram eluídos. Alíquotas de 1 ml do sobrenadante foi colocado em 

frascos contendo 5 ml de líquido de cintilação e a radioatividade determinada em 

contador β (LS 6500 IC, Beckman). O nível basal de fosfatos de inositol (dpm/mg de 

tecido) foi determinado e os demais valores obtidos foram expressos em relação ao 

basal. 

 

2.6  Ensaios de saturação para receptor muscarínico para determinação dos 

parâmetros de número de receptores (Bmax) e afinidade (KD) em bexiga 

Os animais do grupo controle e tratados foram mortos e exanguinados. A 

cavidade abdominal foi aberta e a bexiga foi removida e limpa com tampão Tris-HCl 

(pH=7,4), contendo MgCl2 5mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM e sacarose. A seguir os 

tecidos foram cortados e homogeneizados em “Ultra-Turax” (T25, Ika Labortechnik) a 

9500 rpm , 5 vezes, por trinta segundos, a intervalos de 1 minuto. Todos os 

procedimentos foram realizados a 4oC. O homogenato foi centrifugado a 4000 rpm por 

10 minutos à 4oC. O sobrenadante foi filtrado em dupla camada de gaze e o pellet foi 

novamente ressuspendido com tampão, homogeneizado e centrifugado. O sobrenadante 
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foi centrifugado à 37000 rpm, por 60 minutos a vácuo. O precipitado foi ressuspendido 

no tampão acima descrito sem a adição de sacarose, com auxílio de homogeneizador 

“Dounce”, à 4oC e as membranas recém preparadas foram utilizadas para dosagem de 

proteína e para o ensaio de saturação. 

Dosagem de proteína 

Nos ensaios com radioligante, a concentração de proteína foi determinada, pelo 

método de BRADFORD (1976), empregando-se suspensão de membranas diluídas 

(1:100) em tampão de ensaio Tris-HCl (pH 7,4). A albumina bovina foi utilizada como 

padrão e a concentração de proteína oi determinada através de um leitor de microplacas 

(Multiskan EX, Labsystems, USA), lidas a uma absorbância de 620 nm. Os ensaios 

forma feitos em duplicata. 

Ensaios de Saturação 

Os ensaios de saturação foram realizados pela metodologia descrita por Sales et 

al. (1997), com algumas modificações. Os experimentos foram realizados em tubos de 

ensaio revestidos com albumina bovina na concentração de 0,1 %. A cada tubo foi 

adicionado: alíquota de membrana (200 �g proteína/200 �g tampão), 50 �L [3H]-

quinuclidynil benzilato ([3H] QNB), com atividade específica de 42,0 Ci/mmol, nas 

concentrações de 0,05 a 8 nM, na ausência (ligação total) e presença (ligação 

inespecífica) de 50 �L atropina 1 mM e 200 �L tampão Tris-HCl descrito 

anteriormente, incubados à 30oC, por 60 minutos. Os ensaios foram feitos em duplicata 

e a vácuo em filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados 3 vezes com 1 mL de 

PBS gelado e transferidos para frascos contendo 5 mL de líquido de cintilação 
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(OptiPhase HiSafe 3, Perkin Elmer). A radioatividade foi lida em dpm em um contador 

� (LS 6000 IC, Beckman). 

 

  2.7  Estudo morfológico quantitativo do músculo liso trígono e detrusor 

  Microscopia óptica 

A bexiga foi removida e lavada com solução salina. A seguir o tecido foi imerso 

em solução de Bouin por 24 horas. Após esse período, os tecidos foram lavados em 

água corrente várias vezes e, posteriormente, imersos em álcool 70% para o 

processamento. Os tecidos foram processados de acordo com os métodos rotineiros para 

microscopia óptica. A primeira etapa foi à desidratação, seguida de diafanização e 

impregnação. O meio de inclusão empregado foi a parafina. A bexiga foi dividida nos 

seus respectivos constituintes, músculo trígono e detrusor, e incluídos na posição 

vertical. Cortes histológicos de 5 �m de espessura foram submetidos à coloração pela 

hematoxilina e pela eosina (HE). 

Avaliação Histológica Quantitativa 

Dos cortes histológicos corados em HE foram capturadas de 2 a 4 imagens 

utilizando-se câmara fotográfica digital Canon (PowerShot G5, 5,0 megapixels) em 

microscópio óptico comum (Zeiss, Alemanha) com objetiva de 10 vezes e ampliação 

digital de 1,25 vez, tanto do músculo trígono como do detrusor. 

Imaginando-se a circunferência vesical como o mostrador de um relógio, foram 

selecionadas as regiões correspondentes às 12, 3, 6 e 9 horas. Em cada região foram 
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feitas as seguintes medidas a partir da região mais profunda do epitélio: espessura total 

da parede, espessura da submucosa e espessura da camada muscular própria. 

Após capturar e salvar as imagens em extensão “.jpg”,  as mesmas foram 

trabalhadas no programa ImageLab-2000, através de sua função “cálculo de reta”. Após 

adequada calibração, com a distância calculada em micrômetro (µm), selecionou-se em 

cada imagem o ponto inicial e o final para cada medida da seguinte forma, tanto do 

músculo liso detrusor como do trígono: 

- membrana basal do epitélio e primeira célula do feixe muscular – medida da 

submucosa;  

- primeira e última células do feixe muscular – medida da espessura da camada 

muscular; 

- membrana basal do epitélio e término do tecido conjuntivo perivesical ou 

última célula do feixe muscular – medida da espessura total da parede. 

 

2.8  Dosagem dos níveis plasmáticos de nitrito/nitrato (NOx) 

Separação do plasma 

Os animais foram anestesiados com halotano e amostras de sangue dos animais 

controle e tratados com L-NAME foram coletadas da aorta abdominal, em tubos 

contendo citrato ou EDTA (conforme instrução do fabricante), centrifugados à 1.000 g 

por 10 minutos, à 4oC, para separação do plasma. As amostras de plasma foram 

aliquotadas e armazenadas em freezer -80oC até a realização das dosagens.  
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Nitrito/Nitrato (NOx) 

As amostras de plasma foram ultra-filtradas usando-se tubos de ultra-filtração 

(Millipore) que permitem que moléculas com peso molecular entre 10 a 30 kDa sejam 

filtradas. Os filtros foram lavados com água ultra-pura antes da filtração. A 

ultrafiltração reduz a absorbância devido à presença de hemoglobina e “melhora” a 

formação da cor usando o reagente de Griess. O preparo das amostras, dos padrões, dos 

cofatores e do reagente de Griess foi realizado de acordo com a descrição do kit 

empregado  (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

EUA). Os ensaios foram realizados em duplicatas usando-se diferentes diluições da 

amostra. 

 

2.9 Ensaios funcionais 

2.9.1  Isolamento e montagem dos tecidos 

Para o isolamento do músculo liso detrusor os animais foram anestesiados com 

halotano e exsangüinados por secção dos vasos cervicais. Em seguida, realizou-se uma 

incisão na parede abdominal, e a bexiga foi exposta e removida através de uma secção 

horizontal no nível dos ureteres. O isolamento do músculo detrusor foi obtido retirando-

se a porção da base da bexiga; a porção remanescente foi aberta de modo a formar um 

retângulo de, aproximadamente, 2x2x10 mm para posterior obtenção dos “strips”. Os 

tecidos foram montados em câmaras de incubação de tecido (10 ml volume) 

preenchidas com a solução Krebs-Henseleit, continuamente gaseificadas com O2:CO2 

(95:5 %), mantidas à temperatura de 36,5°C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos foram 

lavados com solição nutritiva Krebs-Henseleit a 37oC, com a seguinte composição 
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(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 através de fio de algodão, sendo que uma das pontas 

foi conectada a um transdutor de força. A tensão aplicada aos tecidos (20 mN) foi 

periodicamente ajustada até a estabilização, e  solução nutritiva trocada a cada 15 

minutos durante este período.  As alterações de tensão foram medidas usando-se 

transdutores isométricos (AD Instruments, Austrália) e registradas em sistema 

PowerLab 4/30 de aquisição de dados (software versão 5.0, AD Instruments, Austrália). 

A viabilidade dos tecidos foi verificada através da contração produzida pela adição ao 

banho de uma solução de Krebs modificada ao banho, em que 80 mM NaCl foi 

substituído de forma equimolar por KCl. Somente aqueles tecidos que responderam ao 

KCl foram aproveitados e utilizados nos protocolos experimentais. 

 

2.10 Protocolos Experimentais 

2.10.1 Avaliação do efeito agudo e crônico do L-NAME sobre o efeito contrátil ao 

agonista muscarínico em detrusor isolado 

Foram realizadas curvas concentração-efeito ao agonista pleno carbacol (1 nM- 

30 µM) em ratos controles e tratados cronicamente com L-NAME por 7, 15 e 30 dias de 

tratamento.  

Em alguns experimentos procuramos investigar se a adição aguda de L-NAME 

alterava a resposta contrátil ao carbacol. Para tanto, foram realizadas curvas 

concentração-efeito ao carbacol (1 nM- 30 µM) em ratos naive, na ausência e na 

presença de L-NAME in vitro (100 µM), incubado por 30 minutos. A curva 
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concentração-efeito do carbacol obtida na ausência do inibidor da NOS foi considerada 

como controle. 

Ao final de cada experimento, os segmentos foram pesados para se corrigir o 

efeito máximo por peso úmido de tecido, sendo o Emax expresso em mN/mg tecido 

úmido. Foram determinadas a potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax).  

 

2.10.2 Avaliação dos efeitos relaxantes dos agonistas -adrenérgicos em detrusor 

isolado de ratos tratados com L-NAME por 30 dias 

O relaxamento aos agonistas �-adrenérgicos foi avaliado em músculo detrusor 

pré-contraído com KCl (80 mM). Após atingir a resposta contrátil máxima, foram 

construídas curvas concentração-resposta ao agonista �-adrenérgico não seletivo, 

isoproterenol (100 pM-10�M), �2-seletivo, metaproterenol (10 nM-100 �M) e �3- 

seletivo, BRL 37-344 (100 pM-100 �M) em ratos controles e tratados com L-NAME 

por 30 dias. 

 

2.10.3  Avaliação da resposta contrátil ao CaCl2 em detrusor isolado de ratos tratados 

com L-NAME por 30 dias 

Para a avaliação dos efeitos diretos do CaCl2, utilizou-se o protocolo 

experimental descrito por Lagaud et al. (1999). Inicialmente, os tecidos foram 

contraídos com KCl (80 mM) para determinação da contração máxima dos mesmos. Em 

seguida, a solução nutritiva de Krebs foi substituída por Krebs desprovido de cálcio, em 

presença de EGTA (1 mM), para a total remoção do cálcio do meio.  Em seguida, foi 

adicionado ao banho 1 µM de carbacol para a remoção do cálcio do retículo 



90 
 

sarcoplasmático. Os tecidos foram novamente lavados com Krebs desprovido de cálcio 

contendo EGTA, e em seguida foram incubados por 20 minutos com o inibidor da Ca2+-

ATPase, o ácido ciclopiazônico (CPA; 10 µM). Após este período, o Krebs foi 

substituído por uma solução de KCl (80 mM) desprovida de cálcio. O CPA foi 

adicionado novamente ao banho, e após 15 minutos, curvas concentração-efeito ao 

CaCl2 (0,3 – 30 mM) foram construídas.  

 

2.10.4 Resposta contrátil ao KCl em músculo liso detrusor de ratos tratados com L-

NAME por 30 dias 

Foram realizadas curvas concentração-efeito não cumulativa (20- 200 mM) em 

músculo liso detrusor de ratos controle e tratados com L-NAME por 30 dias. Para a 

realização destas curvas foi preparada uma solução estoque de KCl 4 M. A contração ao 

KCl foi expressa em mN. 

 

2.10.5 Curva freqüência-resposta em músculo liso detrusor de ratos tratados com L-

NAME por 30 dias 

O músculo liso detrusor de ratos controles e tratados cronicamente com L-

NAME por 30 dias foram isolados e montados em um sistema de ganchos para 

estimulação elétrica. Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 80 

V, duração de 0,2 milisegundos por 10 segundos nas freqüências de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 

Hz com intervalo de 2 minutos entre os pulsos. As curvas frequência-resposta foram 

construídas na ausência (curva controle) e na presença do antagonista purinérgico não-

seletivo suramin (100 �M, 30 minutos) para avaliar a resposta colinérgica após a 
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estimulação elétrica. Em alguns experimentos adicionou-se o bloqueador dos canais de 

Na+ dependente de voltagem, tetrodotoxina (TTX 1 �M, 30 minutos) para averiguar se a 

contração produzida pela estimulação elétrica era de origem neurogênica. 

 

2.11 Parâmetros Farmacológicos 

As respostas contráteis dos agonistas foram medidas em mN e comparadas em 

relação à resposta do cloreto de potássio (KCl), considerada como sendo 100%. O 

logaritmo das concentrações molares dos agonistas foi colocado em abscissas e a 

porcentagem do efeito em ordenadas. Os gráficos foram traçados e analisados através 

do programa computacional “GraphPad PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EUA). Os valores de potência e respostas máximas foram calculados pela seguinte 

equação: 

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

máxima resposta que  o agonista pode produzir, “c” é o logaritimo da EC50, que é a 

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

concentração do agonista, o expoente, “N”, significa a inclinação da curva 

concentração-resposta e �  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 computacional GraphPad Prism, considerando o 

parâmetro � como zero. 
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2.12 Análise estatística 

Os relaxamentos provocados pelos agonistas de adrenoceptores β foram 

calculados como porcentagem da contração induzida pelo KCl (80 mM). Os dados são 

apresentados como média ± erro padrão das médias (E.P.M) de um número 

experimental (n). Para comparações múltiplas de variáveis independentes foi usado o 

teste de análise de variância (ANOVA-two way), seguido pelo teste de Tukey. O 

programa Instat (GraphPad Software) foi usado para estas análises. Em algumas 

situações experimentais, usou-se o teste “t” de STUDENT. P<0.05 foi aceito como 

significante. 
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3. RESULTADOS 
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3.1  Valores do peso corporal e da pressão sistólica 

A administração prolongada de L-NAME causou aumento significativo da 

pressão arterial quando comparado à dos animais do grupo controle, sendo este aumento 

dependente do tempo de administração      

Paralelamente, também foi controlado o peso corpóreo dos animais. Não houve 

diferenças significativas entre os pesos corpóreos dos animais tratados com L-NAME 

comparados aos do grupo controle. A tabela 1 ilustra os valores da pressão arterial e do 

peso corpóreo dos animais do grupo controle e tratado com L-NAME antes e após os 

tempos de tratamento. 
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Tabela 1. Valores iniciais e finais do peso corporal e da pressão arterial sistólica em 

ratos controles e tratados com L-NAME por 7, 15 e 30 dias. 

 

  Peso corporal  
(g) 

Pressão arterial sistólica 
(mmHg) 

  Inicial Final Inicial Final 

 
7 dias 

Controle 219 ± 6 268 ± 7 117 ± 1 116 ± 2 

L-NAME 225 ± 7 262 ± 2 114 ± 1  166 ± 3� 

      

 
15 dias 

Controle 223 ± 3 282 ± 3 122 ± 2 118 ± 3 

L-NAME 198 ± 2 268 ± 2 116 ± 3 170 ± 2� 

      

 
30 dias 

Controle 228 ± 3 342 ± 5 120 ± 1 124 ± 2 

L-NAME 217 ± 5 339 ± 5 114 ± 1 198 ± 1� 

Os dados representam média ± erro padrão média para 7-10 animais 

*P<0.05 comparado com os respectivos grupos controles. 
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3.2  Ensaio temporal da atividade da NOS em bexiga urinária de rato 

A figura 9 mostra que o tratamento crônico com L-NAME reduziu, 

significativamente, a atividade da NOS em bexiga urinária de rato aos 7, 15 e 30 dias de 

tratamento. Na ausência de íons cálcio e adição de EGTA (0,1 mM) no meio de 

incubação, a atividade enzimática foi significativamente inibida em todos os grupos 

experimentais, em aproximadamente 86%, confirmando que a conversão de [3H]-

arginina à [3H]-citrulina foi devida à NOS constitutiva dependente de cálcio. Não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos L-NAME nos períodos de 7, 15 e 

30 dias de tratamento na situação onde se omitiu o cálcio e adicionou-se o EDTA. 
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Figura 9. Inibição da óxido nítrico sintase (NOS) pelo tratamento crônico com L-

NAME em bexiga urinária de rato. A atividade enzimática da NOS em 

homogenatos de bexiga urinárias de ratos do grupo controle (C) e tratados com L-

NAME (20 mg/rato/dia) durante 7, 15 e 30 dias. As barras brancas representam a 

atividade da NOS cálcio-dependente em condições padronizadas para o controle (C) e 

as barras pretas representam atividade enzimática na ausência de íons Ca+2 e presença 

de EGTA (1 mM). A atividade foi expressa como picomol de citrulina/mg 

proteína/minuto. Os dados são expressos como média ± erro padrão média, n= 10 

ratos. �P<0.05 comparado com os respectivos grupos controles. 
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3.3  Efeito agudo e crônico do L-NAME sobre a resposta contrátil ao agonista 

muscarínico 

Neste protocolo experimental buscamos avaliar se a sensibilidade ao carbacol 

era influenciada pelo tempo de tratamento com o L-NAME durante os períodos de 7, 15 

e 30 dias. Os resultados mostraram um deslocamento significativo da curva 

concentração-efeito ao carbacol para a esquerda nos períodos de 15 e 30 dias de 

tratamento com L-NAME quando comparado aos respectivos grupos controles. O 

deslocamento foi maior aos 30 dias, com um aumento de, aproximadamente, cinco 

vezes na potência do agonista (Figura 10 C, tabela 2).  

Após os estudos acima realizados, procuramos verificar se à supersensibilidade 

ao carbacol também era desenvolvida “in vitro”. Para isto, curvas concentração-efeito 

ao carbacol em tecidos de animais virgens de qualquer tratamento foram construídas na 

presença de L-NAME (100 µM), incubado por 30 minutos. Não houve alterações nem 

na resposta máxima nem na potência do carbacol (Figura 10D).  
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Figura 10. Efeito do tratamento agudo e crônico com L-NAME sobre a ação 

contrátil do agonista carbacol em músculo detrusor isolado de rato. Curvas 

concentração-efeito ao carbacol (1 nM- 10 �M) durante 7 (A), 15 (B) e 30 (C) dias de 

tratamento com L-NAME  (20 mg/rato/dia) e após a adição de L-NAME in vitro (D; 

100 µM, 30 minutos) e os respectivos grupos controles. A contração foi calculada como 

porcentagem de contração produzida pelo  KCl (80 mM), que foi tomada como 100%. 

Dados representam as médias ± EPM de 7-10 experimentos. 

 

 

 

 



100 
 

Tabela 2. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) do carbacol em 

músculo detrusor isolado de ratos controle e tratados cronicamente com L-NAME por 

7, 15 e 30 dias. 

  

pEC50 

 

Deslocamento 

 

Emax 

(mN/mg tecido 

úmido) 

 
Controle 7 dias 

 
5,9 ± 0,03 

  
2,5 ± 0,03 

 
LN 7 dias 
 

 
5,9 ± 0,01 

 
_ 

 
2,5 ± 0,02 

 
Controle 15 dias 

 
        5,9 ± 0,03 

  
2,9 ± 0,02 

 
LN 15 dias 
 

 
 6,2 ± 0,04� 

 
2,0 

 
2,7 ± 0,12 

 
Controle 30 dias 

 
       6,0 ± 0,02 

  
2,5 ± 0,10 

 
LN 30 dias 

 
      6,8 ± 0,06� 

 
5,4 

 
2,4 ± 0,07 

Dados representam média ± erro padrão média, n=7-10 animais. 

*P<0,05 comparado com os respectivos grupos controle 
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3.4  Dosagem dos níveis plasmáticos de nitrito/nitrato (NOx) 

Os níveis plasmáticos de nitrito/nitrato (NOx) foram dosados no plasma de 

animais controles e submetidos ao tratamento crônico com L-NAME por 30 dias. 

Observamos redução de aproximadamente 55% dos níveis plasmáticos de NOx em 

animais submetidos ao tratamento com L-NAME comparado ao grupo controle (Figura 

11). 
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Figura 11. Concentração plasmática de nitrito/nitrato (NOx) em animais controle (Ctrl) 

ou tratados com L-NAME (LN, 20 mg/rato/dia). Os dados representam as médias ± erro 

padrão média para 6- 8 experimentos. *P<0,05 comparado ao respectivo grupo controle. 
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3.5  Curva concentração-efeito aos agonistas -adrenérgicos em ratos tratados 

com        L-NAME por 30 dias 

 Como o tratamento crônico com L-NAME causou alterações na resposta 

contrátil ao agonista muscarínico, procuramos investigar se a inibição crônica do NO 

também proporcionava alterações na resposta relaxante. Para isto foram realizadas 

curvas-concentração efeito aos agonistas �-adrenérgicos em tecidos pré-contraídos com 

KCl (80 mM). Podemos observar que o tratamento crônico por 30 dias promoveu 

deslocamento de, aproximadamente, três vezes para a direita ao agonista �3-seletivo, 

sem alterar as repostas  aos agonistas isoproterenol (agonista �-não seletivo) e 

metaproterenol (agonista �2-seletivo) (Figura 12 C, tabela 3). 
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Figura 12. Efeito do tratamento crônico com L-NAME sobre o relaxamento 

induzido por agonistas ( )-adrenérgicos em músculo detrusor isolado de rato. 

Curvas concentração-efeito ao isoproterenol (100 pM-10 �M; painel A), metaproterenol 

(10 nM- 100 �M, painel B) e BRL 37-344 (100 pM-100 �M; painel C) em ratos 

controle e tratados com L-NAME (20 mg/rato/dia) durante 30 dias. O relaxamento foi 

calculado como porcentagem da contração induzida pelo KCl (80 mM), que foi tomada 

como 100%. Os dados representam as médias ± erro padrão da média de experimentos 

de 5-6 experimentos.  
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Tabela 3. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) do isoproterenol 

(agonista ββββ-adrenérgico não seletivo), metaproterenol (agonista ββββ2-adrenérgico 

seletivo) e BRL 34-377 (agonista ββββ3-adrenérgico seletivo) em músculo detrusor 

isolado de rato após pré-contração com KCl (80 mM). 

 pEC50 Emax 

 Control L-NAME Control L-NAME 

Isoproterenol 6.38 ± 0.19 6.48 ± 0.06 105.72 ± 4.86 103.03 ± 4.98 

Metaproterenol 4.70 ± 0.24 4.89 ± 0.08 63.18 ± 6.24 64.74 ± 2.32 

BRL 37-344 7.22 ± 0.16 6.68 ± 0.16* 78.78 ± 5.18 72.81 ± 4.15 

Dados representam media ± erro padrão média, n=5-6 animais. 

P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle 
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3.6  Curvas concentração-efeito ao CaCl2 em músculo liso detrusor após 

tratamento crônico com L-NAME por 30 dias 

Neste protocolo buscamos avaliar se a sensibilidade ao íon cálcio proveniente do 

meio extracelular estava modificada nos ratos tratados cronicamente com L-NAME por 

30 dias. Podemos observar que o CaCl2 produziu resposta contrátil concentração-

dependente em ambos os grupos. Entretanto, não encontramos diferenças significativas 

nos parâmetros de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) entre os grupos L-NAME 

e controle (figura 13, tabela 4). Em alguns experimentos, adicionamos a nifedipina (1 

�M, 30 minutos) para assegurarmos que o cálcio que estávamos trabalhando provinha 

do meio extracelular. Após a adição deste bloqueador, observamos uma redução na 

resposta máxima de, aproximadamente 83% (figura 13, tabela 4).  
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Figura 13. Curva concentração-efeito ao CaCl2 (0.01-1 mM) em ratos controle e 

tratados com   L-NAME (20 mg/rato/dia) por 30 dias. Em animais do grupo controle 

a curva de contração ao CaCl2 foi também realizada na presença de nifedipina (1 �M, 

30 minutos). A contração foi calculada como porcentagem da contração produzida pelo 

KCl (80 mM), que foi tomada como 100%. Dados representam média ± erro padrão 

média, n= 4-6 animais. 
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Tabela 4. Valores de potência (pEC50) e resposta máxima (Emax) do CaCl2 na 

ausência e presença de nifedipina (1 µM, 30 minutos) em músculo detrusor isolado 

de rato tratado tratado com L-NAME por 30 dias. 

Valores expressos como média ± erro padrão média, n=4-6 experimentos. 
* P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 pEC50 Emax 

 

Controle 

 

2,53 ± 0,02 

 

91,17 ± 2,92 

L-NAME 

+ Nifedipina (1 �M)  

2,56 ± 0,02 

1,77 ± 0,07* 

95,16 ± 4,89 

16,11 ± 2,85* 
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3.7 Curvas concentração-efeito não cumulativa ao KCl em músculo liso detrusor após 

tratamento crônico com L-NAME por 30 dias 

 Neste protocolo experimental avaliamos se a inibição crônica de NO alterava a 

resposta contrátil de agentes que agem independentemente da ativação de receptores.  

A adição de KCl (20- 200 mM) produziu resposta concentração-dependente. 

Pudemos observar que as amplitudes de contração ao KCl não diferiram em relação ao 

grupo controle em nenhuma concentração utilizada. Sendo assim, como não obtivemos 

alterações nas amplitudes de contração de ambos os grupo, os dados puderam ser 

corrigidos pelo KCl (Figura 14). 
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Figura 14. Curva concentração-efeito não cumulativa ao KCl (20-200 mM) em ratos 

controle e tratados com L-NAME por 30 dias. Os dados foram expressos como 

amplitude de contração (mN) produzida pelas diferentes concentrações de KCl. Dados 

representam média ± erro padrão média, n=4-6 animais. 
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3.8  Curva freqüência resposta em músculo liso detrusor de ratos tratados com L-

NAME por 30 dias: efeito da tetrotodoxina (TTX) e suramim 

A estimulação elétrica produziu resposta contrátil dependente da freqüência em 

ambos os grupos, sendo que na freqüência de 32 Hz obtivemos a resposta máxima. 

Entretanto, não observamos diferenças significativas entre os grupos controle e L-

NAME para as amplitudes de contrações (figura 15). A adição de tetrodotoxina (TTX, 1 

�M, 30 minutos) praticamente aboliu a resposta ao estímulo elétrico, indicando que as 

contrações produzidas pela estimulação foram de fato oriundas de terminações 

nervosas. 

O suramin é um antagonista purinérgico não seletivo e foi adicionado ao banho 

para omitir a ação do ATP (componente NANC excitatório) oriundo da estimulação 

elétrica. Sendo assim, com a adição deste antagonista mantivemos somente a reposta 

colinérgica. Dessa forma, verificarmos que as amplitudes de contrações no grupo 

controle se reduziram  após a adição do suramin, indicando que o ATP age nos 

receptores pós-juncionais presentes no músculo liso detrusor. Entretanto, a resposta do 

grupo L-NAME não foi diferente em relação ao grupo controle após a adição de 

suramin. 
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Figura 15. Curva freqüência-resposta em músculo liso detrusor isolado de ratos controle e 

tratados cronicamente com L-NAME. Curva freqüência-resposta (1-32 Hz, 80 V, 0,2 

msegundos, duração estímulo 10 segundos) em ratos controle e tratados cronicamente com L-

NAME (20 mg/rato/dia) na ausência e presença do antagonista não seletivo suramin (100 �M, 30 

minutos). A contração foi calculada como porcentagem da contração do KCl (80 mM), que foi 

tomada como 100%. Valores expressos média ± erro padrão média, n=4-6 animais. *,"P<0,05 

comparado aos respectivos grupos controle e LN, respectivamente. 
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3.9  Dosagem do acúmulo dos fosfatos de inositol total em bexiga urinária de rato 

após estímulo com carbacol 

O tratamento crônico com L-NAME por 30 dias não promoveu alterações nos 

níveis basais de fosfatos de inositol em bexiga urinária de rato (78,1 ± 15,5 dpm/100 mg 

tecido, n=25) quando comparado ao grupo controle (69,3 ± 5,2 dpm/100 mg tecido, 

n=20). Entretanto, a adição de carbacol causou um aumento significativo, concentração-

dependente, da quantidade de fosfatos de inositol em bexiga urinária de ratos tratados 

com L-NAME, que foi significativamente maior do que o respectivo grupo controle. Na 

resposta máxima (100 �M), a concentração de fosfatos de inositol foi, 

aproximadamente, seis vezes maior em ratos tratados do que nos controles (Figura 16 

A).  

A adição prévia do antagonista muscarínico pfHHSiD (antagonista com maior 

seletividade para os receptores M3/M1) praticamente aboliu o acúmulo de fosfatos de 

inositol após a adição de carbacol (100 �M) em ambos grupos, indicando a participação 

do receptor muscarínico do subtipo M3 no acúmulo de fosfatos de inositol após adição 

de carbacol (Figura 16 B). 
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Figura 16. Dosagem dos fosfatos de inositol em bexiga urinária de ratos controle e 

tratados com L-NAME. (A) Efeito do carbacol (1nM- 1mM) no acúmulo de fosfato de 

insositol total ([3H] fosfato inositol) em bexiga urinária de ratos controle e tratados com 

L-NAME (LN, 20 mg/rato/dia) durante 30 dias. (B) Efeito do antagonista muscarínico 

M1/M3, p-fluoro-hexahydrosiladiphenidol (pfHHSiD, 100 �M, 10 minutos) no acúmulo 

de [3H] fosfato de inositol induzido pela adição de carbacol (1 mM) em ratos controle 

(C) e tratados com L-NAME (LN, 20 mg/rato/dia) durante 30 dias. Os dados 

representam as médias ± erro padrão média, n=4-6 experimentos. *P<0,05, comparado 

aos respectivos grupos controle e LN. 
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3.10  Determinação dos parâmetros de Bmax e KD em bexiga urinária de rato em 

ensaios de saturação 

Os gráficos representativos da ligação total, inespecífica e específica do [3H] 

QNB em preparações de membranas de bexigas isoladas de ratos do grupo controle e 

tratado com L-NAME por 30 dias estão mostradas na figura 17. A ligação do [3H] QNB 

às membranas de bexiga de rato de ambos os grupos foi específica e saturável (figura 17 

A). 

 Os gráficos de “Scatchard” da ligação específica do [3H] QNB de membranas de 

ratos controle e tratados estão representados na figura 17B. A análise de “Scatchard” 

revelou a presença de um único sítio de ligação, de alta afinidade em ambos os grupos. 

Entretanto, podemos observar que nos ratos tratados com L-NAME houve um aumento 

dos valores de KD (Tabela 5). 
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Figura 17. Ensaios de binding de saturação em bexiga urinária de ratos controles e 

tratados cronicamente com L-NAME. (A) Gráfico relativo à ligação total, inespecífica 

e específica do [3H] QNB (30oC, 60 minutos) em membrana de bexiga isolada de rato 

controle e tratado com  L-NAME (20 mg/rato/dia) durante 30 dias. (B) Gráfico de 

Scatchard relativo à ligação específica do [3H] QNB em membrana isolada de rato. 

“B” representa a ligação específica e “F” representa a concentração livre do 

radioligante. Gráficos representativos de quatro experimentos em duplicata. 
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Tabela 5. Valores da constante de dissociação (KD) e da densidade de receptores 

muscarínicos (Bmax) em preparações de membranas de bexiga de ratos de animais do 

grupo controle e tratados com L-NAME (30 dias). 

 Controle L-NAME 

KD (nM) 

Bmax (fmol/mg proteína) 

0,9 ± 0,14 (4) 

234,07 ± 47,5 (4) 

2,1 ± 0,34 *(3) 

221,3 ± 46,7 (3) 

Valores expressos como média ± erro padrão média. 

*P<0,05 comparado ao grupo controle. 
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3.11  Análise histológica quantitativa de músculo liso detrusor e trígono de ratos 

tratados com L-NAME por 30 dias 

A medida das espessuras das porções da bexiga de ratos tratados com L-NAME 

revelou que no músculo liso detrusor não houve alterações na espessura das camadas 

submucosa e muscular (Tabela 6). Entretanto, no músculo liso trígono, o tratamento 

com L-NAME aumentou significativamente a espessura da camada muscular em 

aproximadamente 28 % quando comparado ao respectivo grupo controle. A espessura 

da camada submucosa não apresentou modificações nesta porção da bexiga (Tabela 6). 

Tabela 6. Análise morfométrica das camadas total, muscular e submucosa dos músculos 

lisos detrusor e trígono de ratos controle e tratados com L-NAME (20 mg/rato/dia) durante 

30 dias. 

 

Camadas 

 

Detrusor (�m) 

      Controle                 L-NAME 

 

Trígono (�m) 

      Controle                      L-NAME 

 

Total 

 

 

 1194.5 ± 73.09      1098.3 ± 67.72  

 

  705.73 ± 19.56           861.47 ± 21.85* 

 

Muscular 

 

 

  610.75 ± 37.18     658.67 ± 32.24   

 

 526.89 ± 24.29            677.85 ± 30.49* 

 

Sub-mucosa 

 

547.0 ± 66.36      494.89 ± 56.15 

 

 176.90 ± 12.47             183.20 ± 17.11 

Valores expressos como média ± erro padrão da média, (n=10 experimentos). 

*P<0,05 comparado ao respectivo grupo controle. 
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4. DISCUSSÃO 
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O presente trabalho é o primeiro a mostrar que a deficiência crônica de NO 

aumenta as contrações mediadas pelos agonistas muscarínicos, efeito este acompanhado 

pelo aumento da constante de dissociação (KD) e pelos níveis de fosfato de inositol. 

Além disso, observamos que o tratamento crônico com L-NAME diminuiu o 

relaxamento mediado pela ativação dos receptores �3-adrenérgicos. Nossos dados 

histológicos mostram aumento da espessura da camada do músculo liso trígono sem 

alterações no músculo liso detrusor. Não foram observadas alterações nas contrações 

induzidas pelo KCl, CaCl2 e pela estimulação elétrica. 

Evidências mostram que a bexiga hiperativa está relacionada com aumento da 

sensibilidade do músculo liso detrusor (Chapple et al., 2002; Stevens et al., 2007). Em 

bexigas hiperativas de humanos, alguns pesquisadores verificaram um aumento da 

sensibilidade do músculo liso detrusor aos agonistas muscarínicos (Saito et al., 1993; 

Chess-Williams, 2002; Chess-Williams, 2004). Alguns possíveis mecanismos para esse 

aumento da sensibilidade aos agonistas muscarínicos incluem aumento da densidade dos 

receptores muscarínicos e/ou alteração na sinalização intracelular. Está bem 

estabelecido que a acetilcolina ativa os receptores muscarínicos do subtipo M3 através 

dos segundos mensageiros IP3 e DAG (Chess-Williams, 2002). Nossos dados funcionais 

mostram que o tratamento com L-NAME entre os períodos de 7-30 dias produziu 

aumento da sensibilidade ao agonista carbacol, sendo este aumento significativo aos 15 

e 30 dias em relação ao grupo controle.  

Nossos dados de atividade da NOS mostram que a partir dos sete dias de 

tratamento com L-NAME a enzima estava inibida em, aproximadamente, 86%. 

Entretanto, apesar desta inibição podemos observar alterações funcionais somente aos 

15 e 30 dias de tratamento, mostrando que o aumento da sensibilidade se dá devido à 
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inibição crônica de NO. Além disso, a adição in vitro de L-NAME nas cubas (100 µM) 

não produziu alterações na resposta ao carbacol. A remoção de Ca+2 (e adição de 

EGTA) ao meio de incubação reduziu em 80 % a atividade da NOS tanto no grupo 

controle como no tratado, confirmando que a conversão da [3H]-arginina em [3H]-

citrulina se dá, principalmente, pelas NOS constitutivas, sem envolvimento da iNOS. A 

presença desta última isoforma foi detectada somente em bexigas urinárias submetidas à 

condições inflamatórias (Poljakovic et al., 2001; Felsen et al., 2003).  

No nosso estudo observamos que a estimulação in vitro de bexigas urinárias com 

carbacol (100 �M) promoveu um acúmulo dos fosfatos de inositol seis vezes maior nos 

grupo tratado com L-NAME (30 dias) quando comparado ao grupo controle. Além 

disso, após a adição do antagonista pffHSi, um antagonista com maior seletividade para 

os receptores M1/M3, observamos a inibição do acúmulo dos fosfatos de inositol pelo 

carbacol, sugerindo a participação dos receptores muscaríncos M3 no processo de 

contração da bexiga. Esses dados reforçam a idéia de que a inibição crônica de NO 

promove uma supersensibilidade pós-juncional frente aos agonistas muscarínicos, visto 

que a potência ao agonista carbacol estava aumentada nos ratos tratados. Altas 

concentrações de íons potássio despolariza a membrana e ativa canais de cálcio do tipo 

L, levando ao aumento das concentrações deste íon e à ativação das proteínas contráteis 

(Andersson and Arner 2004). Neste presente estudo a contração frente ao KCl exógeno 

em ratos tratados com L-NAME não se mostrou alterada em comparação aos ratos não 

tratados, indicando que o aumento da corrente de cálcio não contribui para a 

supersensibilidade da bexiga sob condições de inibição crônica de NO. Nossos dados de 

ensaio de saturação revelam que o valor de Kd aumentou nos ratos tratados com L-

NAME sem alterar o número de receptores (Bmax). Estudos de binding utilizando [3H] 
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N-metilescoplamina realizados na bexiga urinária e na glândula salivar mostram que 

ratos tratados cronicamente com oxibutinina (antogonista muscarínico), por via oral, 

houve aumento dos valores de Kd nas glândulas salivares, bexiga, sendo que o Bmax 

diminuiu somente na glândula salivar. Além disso, a secreção salivar induzida pela 

estimulação com pilocarpina diminuiu. Estes dados mostram que o uso crônico do 

antagonista muscarínico altera a afinidade aos receptores (Oki, 2004, 2006). 

 O relaxamento do músculo detrusor durante a fase de enchimento se dá, 

principalmente, pela ativação de receptores �-adrenérgicos (Anderson & Arer, 2004). 

No nosso estudo, o isoproterenol, metaproterenol e BRL 37-344 (agonista não seletivo 

e �2 e �3- seletivo, respectivamente) produziu relaxamento concentração dependente, 

sendo a ordem de potência BRL 37-344> isoproterenol>metaproterenol. Nossos dados 

mostram que o relaxamento produzido pelo receptor �3-adrenérgico se mostrou 

alterado nos ratos tratados com L-NAME por 30 dias. Estes dados sugerem que a 

inibição crônica do NO pode interferir no relaxamento produzido por este subtipo de 

receptor, desde que a adição de L-NAME in vitro não promoveu alteração na resposta 

a este agonista. Não existem trabalhos vinculando o papel do NO e o relaxamento 

induzido por agonistas beta no baixo trato urinário; entretanto, em outros tecidos, como 

no endotélio de aorta de rato e nas artérias coronárias de humanos, assim como no 

miocárdio, a ativação do subtipo �3 pelo agonista BRL 37344 ou CL 316-243 induziu 

resposta celular através da ativação da NOS  (Gauthier et al., 1998; Trochu et al., 

1999; Dessy et al., 2004) fosforolização ou translocação da eNOS (Brixius et al.,2004). 

Estudos prévios mostram grande variabilidade dos valores de potência dos agonistas 

não seletivos (isoproterenol), �2 (terbutalina, procaterol) e �3 seletivo (BRL 37344, SR 

58611A, CGP 12,177, CL 316243) em músculo liso detrusor de rato (Yamazaki et al., 
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1998; Longhurst and Levendusky, 1999; Moore et al., 2002; Frazier et al., 2006). Estas 

discrepâncias nos valores de pEC50 podem ser explicada devido à diferentes 

metodologia empregadas, como medida do relaxamento em tecidos pré-contraidos com 

KCl ou carbacol ou ambos agentes juntos; linhagem de rato (Wistare Sprague-Dawley) 

e presença ou não de bloqueadores da recaptação neuronal.  

Contrações espontâneas aumentadas do detrusor são observadas em preparações 

in vitro e em cistometria in vivo. Foi visto em experimentos in vitro que a atividade 

espontânea está aumentada tanto em pacientes com diagnóstico de bexiga hiperativa e 

modelos animais de obstrução parcial da uretra (Kinder et al., 1987; Persson et al., 

1996; Robertson et al., 1999; Igawa et al., 2000). Estas contrações são insensíveis à 

ação das neurotoxinas, porém são atenuadas pela adição de antagonistas dos íons Mg+2 e 

Ca+2  sugerindo que as contrações involuntárias são de origem miogênica (Montgomery 

et al., 1992; Levin et al., 1991). Procuramos avaliar se a hiperatividade observada em 

ratos tratados com L-NAME envolvia também alterações na reposta à adição 

extracelular de CaCl2. Recentemente, Priviero et al. (2007) realizaram curvas 

concentração efeito ao CaCl2 em artéria mesentérica de ratos tratados cronicamente com 

L-NAME, e observaram um aumento da reposta ao CaCl2, sugerindo que a deficiência 

de NO pode interferir na via da Rho-quinase favorecendo assim o estado contrátil da 

célula. Procuramos realizar curvas concentração efeito ao CaCl2 em detrusor de ratos 

tratados cronicamente com L-NAME para verificarmos se a hiperatividade apresentada 

nestes ratos envolvia a participação do cálcio. Entretanto, não observamos aumento de 

resposta à adição extracelular de CaCl2 nos ratos tratados cronicamente. 

Estudos de imunohistoquímica em cobaia e humanos revelaram que o NO induz 

acúmulo de cGMP no músculo liso da uretra proximal, mas este acúmulo não é visto no 
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músculo liso detrusor, apesar de a NOS estar expressa nesta porção da bexiga. O NO é 

um importante fator responsável pelo relaxamento da uretra e do esfínter uretral 

(Mumtaz et al., 2000; Mamas et al., 2003). Alguns autores mostraram que a infusão 

sistêmica de doadores de NO aumenta o relaxamento uretral assim como diminui a 

pressão uretral basal (Mumtaz et al., 2000; Mamas et al., 2003). Estes achados sugerem 

que a hiperatividade do músculo liso detrusor observada em situações de obstrução 

parcial da uretra, pode ser devida a diminuição da biodisponibilidade do NO na base da 

bexiga e na uretra. Assim, os doadores de NO poderiam servir como fármacos para o 

tratamento da espasticidade do esfíncter assim como na obstrução (Haab, 2000). Dados 

de urodinâmica realizados por nosso grupo de trabalho revelaram que o volume 

necessário para produzir a primeira micção (limiar de volume) nos ratos tratados com L-

NAME foi cerca de duas vezes maior em comparação ao grupo controle. Estes dados 

sugerem que a inibição crônica do NO produz um estado de contração persistente tanto 

da base e/ou uretra, fazendo com que haja uma incoordenação durante o esvaziamento 

da bexiga, já que nesta fase da micção a base da bexiga, a uretra e os esfíncteres devem 

relaxar para a saída da urina. Os nossos dados histológicos reforçam esta idéia, já que 

somente o músculo liso trígono apresentou hipertrofia na porção muscular nos ratos 

tratados cronicamente com L-NAME. A densidade de nervos positivos para a enzima 

NOS no baixo trato urinário varia tanto entre espécies animais como entre as regiões do 

baixo trato urinário. Muitas destas análises de positividade para NOS foram realizadas 

em nervos de porco (Persson et al., 1993), coelho (Waldeck et al., 1998) e cobaias 

(Zhou et al., 1998). A NOS estava mais expressa no trígono e na uretra, sendo o 

detrusor um local de baixa densidade (Zhou et al., 1997). Sendo assim, se a atividade da 

via NO-cGMP no baixo trato urinário está diminuída, o relaxamento da porção basal da 
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bexiga assim como da uretra estará comprometido gerando assim contrações 

involuntárias durante a fase de enchimento da bexiga. Nos dados de urodinâmicas foram 

também vistos aumentos nas freqüências de contrações do detrusor por minuto durante a 

fase de enchimento, caracterizando um estado de hiperatividade do detrusor. 

O papel do NO como um agente modulador na neurotransmissão do baixo trato 

urinário ainda é controverso. Persson et al. (1992) demonstraram que o relaxamento da 

uretra de porco e de rato é devido à liberação de NO, o que já não ocorre no músculo 

detrusor. Por outro lado, alguns trabalhos mostram positividade para a NOS em fibras 

nervosas que inervam o detrusor (Smet et al., 1996; Mcneill et al., 1992). Miyamamoto 

et al. (2001) avaliaram os efeitos do NO na liberação de acetilcolina após estímulo 

elétrico em bexiga urinária de coelho e verificaram que em baixas freqüências (5 Hz) o 

pré-tratamento com o inibidor da NOS (L-NNA) aumentou significativamente a 

liberação de acetilcolina (Ach). Além disso, adicionaram ao banho o doador de NO, 

nitroprussiato de sódio (SNP), e verificaram uma diminuição nas amplitudes da 

contração produzidas pelo estímulo. Esses dados sugerem que o NO modula a liberação 

de Ach liberada das terminações nervosas parassimpáticas em bexiga de coelho. Em 

nossos experimentos de estimulação elétrica não observamos alterações significativas 

nas amplitudes de contrações no detrusor após inibição crônica de NO. Adicionamos ao 

banho o antagonista purinérgico não seletivo, suramin, para trabalharmos somente com 

a resposta colinérgica, e, mesmo assim, nenhuma diferença foi observada. Estes dados 

sugerem que, diferentemente do coelho, o NO parece não possuir um papel modulatório 

na liberação de Ach em ratos. Como obtivemos aumento da sensibilidade ao agonista 

muscarínico após inibição crônica do NO era de se esperar que na estimulação elétrica 

obtivéssemos um aumento nas amplitudes de contração. Alguns trabalhos de obstrução 



125 
 

parcial da uretra mostram resultados distintos quando se compara estímulo elétrico em 

relação à resposta aos agonistas exógenos. Murakami et al. (2007) mostraram que após 

três meses de obstrução parcial da uretra em ratas nenhuma alteração na contração ao 

carbacol foi vista; porém, houve uma diminuição na amplitude de contração ao estímulo 

elétrico. Por outro lado, Lluel et al. (2002) mostraram que após quinze dias de obstrução 

em ratas houve uma significativa diminuição na contração ao carbacol; porém, nenhuma 

alteração foi vista nas amplitudes de contração ao estímulo elétrico em comparação aos 

controles. Outro estudo de obstrução parcial da uretra por três semanas mostra 

diminuição e aumento, respectivamente, na contração ao carbacol e ao estímulo elétrico, 

mostrando que a obstrução pode ter causado aumento na inervação assim como 

alterações nos mecanismos de contração pós juncionais (Banks et al., 2006). 

 O mecanismo pelo qual o NO regula as alterações dos sintomas do baixo trato 

urinário é ainda controverso. O principal papel das fibras nitrérgicas é promover o 

relaxamento do baixo trato urinário, principalmente da uretra e trígono durante a micção 

(Mamas et al., 2003), porém o papel desta molécula no músculo detrusor ainda não foi 

bem estabelecido. O músculo liso detrusor e vascular, assim como as células 

intersticiais e o epitélio são importantes sítios para a ação do NO, pois foi visto que a 

enzima guanilato ciclase solúvel (sGC) está expressa nestes locais (Fathian-Sabet et al., 

2001). Estudos anteriores mostraram que estímulo elétrico promove um relaxamento 

sensível ao L-NAME em bexigas de humanos, porém, resistentes à ação da TTX, 

sugerindo que o NO é formado junto à musculatura detrusora, sendo um importante 

fator de relaxamento durante a fase de enchimento (James et al., 1993; Anderson & 

Arner, 2004). 
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Em detrusor de porco, o SIN-1 (doador de NO) e o próprio NO relaxaram as 

preparações pré-contraídas com carbacol e endotelina-1 (ET-1), entretanto, em músculo 

detrusor isolado de rato e de coelho, o nitroprussiato, SIN-1 e o próprio NO não foram 

efetivos em relaxar este músculo quando comparado ao músculo uretral (Persson, et al. 

1998). O relaxamento promovido pelo NO é dependente de duas proteínas quinases 

dependentes de cGMP: a cGKI, presente em altas concentrações no músculo liso, 

plaquetas, células de Purkinje e cerebelo, e a cGKII, expressa no intestino delgado, 

cérebro e cartilagens (Pfeifer et al., 1998). O envolvimento da cGKI no baixo trato 

urinário de camundongos foi investigado por Persson et al. (2000) usando-se 

camundongos nocaute para a cGKI (cGKI-/-). Estes autores mostraram através de 

estudos urodinâmicos, que os animais cGKI-/- desenvolvem hipereatividade da bexiga 

urinária, com aumento da frequência urinária, das contrações involuntárias e 

incapacidade de relaxamento da uretra ao NO  (PERSSON et al., 2000). Além disso, 

camundongos nocaute para o gene nNOS apresentaram alterações na bexiga, como 

hipertrofia, aumento da freqüência urinária e disfunções na junção uretravesical 

(Burnett et al., 1997; Anderson & Arner, 2004) 

 Garcia et al., (1999) verificaram que o NO está envolvido tanto no relaxamento 

da uretra como no controle da atividade do colo vesicouretral (Mevorach et al., 1994; 

Stothers et al., 2003). Sendo assim, é plausível especular que a deficiência crônica de 

NO em nível de trígono e/ou uretra em nosso tratamento crônico pode levar a uma 

contração persistente causando assim, uma quadro de detrusor hiperativo. Além disso, 

foi visto que em coelho a hiperatividade do detrusor após a obstrução parcial da uretra 

pode ser devida à perda de atividade do NO na região da base da bexiga e da uretra, e 
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sugere que os doadores de NO podem ser úteis para o tratamento da espasticidade do 

esfíncter e da obstrução (Haab, 2000). 

Em ratos com obstrução parcial da uretra, Johansson et al (2002), verificaram 

que a obstrução da bexiga causou aumento e diminuição, respectivamente, da atividade 

da iNOS e nNOS. Estes autores concluíram que o NO tem um papel inibitório no 

crescimento das células musculares lisas da bexiga, sugerindo que alterações na 

atividade da NOS pode influenciar na formação da hipertrofia da bexiga (Johansson et 

al., 2002). Um estudo mostrou aumento da expressão do mRNA para iNOS e da 

quantidade de proteínas após a obstrução parcial da uretra em camundongos (Lemarck 

et al., 2000). Entretanto, em modelos de obstrução em coelhos, a NOS estava menos 

expressa (Khan et al., 1999).  

Em conclusão, nossos dados mostram que a inibição crônica da NOS levou a um 

aumento da sensibilidade ao agonista muscarínico, principalmente através do aumento 

dos níveis de fosfato de inositol e de diminuição da resposta mediada pelo agonista �3-

adrenérgico, gerando um quadro de detrusor hiperativo. Sendo assim, o tratamento 

crônico com L-NAME constitui um modelo adequado para se estudar a fisiopatologia 

da bexiga hiperativa. 
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• O tratamento crônico com L-NAME aumentou significativamente as respostas 

contráteis induzidas pelo carbacol, e reduziu o relaxamento induzido pelo 

agonista 3-adrenérgico, BRL 37-344. As respostas contráteis induzidas pelo 

CaCl2, KCl e estímulo elétrico não foram alteradas pelo tratamento crônico com 

L-NAME; 

• O tratamento crônico com L-NAME reduziu marcantemente a atividade da NOS 

e elevou os níveis de fosfatos de inositol na bexiga urinária; 

• O tratamento crônico com L-NAME diminui a afinidade aos receptores 

muscarínicos na bexiga urinária; 

• A análise histológica quantitativa mostrou aumento da camada muscular no 

músculo trígono, e ausência de alterações no músculo detrusor; 

• Em conclusão, nossos dados mostram que a deficiência crônica de NO em ratos 

produz supersensibilidade a agonistas muscarínicos e redução da resposta 

relaxante mediada por agonista �3-adrenérgicos levando, consequentemente, a 

um detrusor hiperativo.  
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