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RESUMO




LEITOLIS, A. Ingestdo excessiva de sbédio causa alteracdes na
reatividade do corpo cavernoso in vitro e disfuncéo erétil em
ratos, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) -
Programa de Pd4s-Graduacdo em Farmacologia, Universidade
Federal de Santa Catarina.

A incorporacédo de produtos alimenticios industrializados a dieta
causou aumento significativo da quantidade de sal ingerida pela
populagdo mundial. No Brasil, cerca de 89% dos homens entre
19 e 59 anos consomem soédio acima do nivel seguro de
ingestao. Evidéncias indicam que a ingestdo exacerbada de sal
pode causar inUmeras doencas. Neste trabalho, avaliamos as
alteracdes causadas pela dieta hipersddica (NaCl 4%) no corpo
cavernoso in vitro e na funcao erétil de ratos. Para isso, ratos
Wistar machos, com 60 dias de idade, receberam racao
acrescida de 4% de sddio pelo periodo de 2, 4, 8, 12 ou 24
semanas. Os animais que consumiram sal em excesso pelo
maior periodo de tempo tiveram diminuicdo do peso testicular e
aumento do peso renal, acompanhado de maior produgédo de
urina. Em experimentos in vitro, corpos cavernosos de ratos
expostos a dieta hipersédica apresentaram hiper-reatividade
guando a contracao foi induzida pelo estimulo elétrico de campo.
Este efeito foi acompanhado por uma menor sensibilidade ao
inibidor de Rho-quinase (composto Y-27632) e evidéncias
funcionais de alteracbes no influxo de calcio para o meio
intracelular. Nossos resultados sugerem que modificagdes na
recaptacdo de célcio para o reticulo sarcoplasmatico também
podem ocorrer. Apesar da dieta ndo prejudicar o relaxamento
mediado pelo éxido nitrico, estabelecido como principal mediador
da erec¢édo, ao avaliarmos a fungéo erétil dos animais por meio da
administracdo subcutanea de apomorfina observamos que ratos
expostos a dieta hipersédica tém menos ere¢des que animais da
mesma idade que consumiram dieta padrdo (controle). Este
conjunto de efeitos, in vitro e in vivo, ocorreu de modo
independente do aparecimento de hipertensédo arterial, a qual até
0 momento tem sido o principal fator que estabelece alguma
relacdo entre o consumo excessivo de sal e a disfuncdo erétil.
Como conclusdo, a ingestdo demasiada de sédio pode causar
alteracdes no corpo cavernoso e afetar diretamente a fungéo
erétil de ratos, independente da elevacdo da presséo arterial
destes animais. Modificacbes na funcionalidade da via



RhoA/Rho-quinase e mobilizacdo de calcio parecem contribuir
para este efeito. Novos estudos sdo necessarios para esclarecer
a importancia destas alteracdes para a disfuncéo erétil causada
pelo consumo de sal.

Palavras-chave: sal, corpo cavernoso, disfuncdo erétil,
RhoA/Rho-quinase, célcio.






ABSTRACT




LEITOLIS, A. Excessive sodium intake induces changes in the
reactivity of corpus cavernosum in vitro and erectile dysfunction in
rats, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) - Programa
de Pés-Graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal de
Santa Catarina.

The consumption of processed foods caused a significant
increase in salt quantity consumed by the world population. In
Brazil, around 89% of men between ages 19-59 ingest sodium
above the safe level recommended. Evidence indicates that the
heightened intake of salt can cause several diseases. In this
study, we evaluated the changes caused by high salt diet (4%
NaCl) in corpus cavernosum of rats in vitro, as well as in the
erectile function of conscious rats. Wistar male rats (60 days old)
received chow added with 4% NacCl for 2, 4, 8, 12 or 24 weeks.
Consumption of high salt diet for 24 weeks resulted in decreased
testicular weight and increased kidney weight, accompanied by
augmented diuresis. When studied in vitro, strips of corpus
cavernosum of rats that consumed high salt diet for 24 weeks
presented enhanced contractile responses to electrical field
stimulation. This effect was accompanied by a decreased
susceptibility to the Rho-kinase inhibitor, compound Y-27632, and
functional evidence of changes in the influx of calcium into the
cytosol, besides impaired calcium uptake into the sarcoplasmic
reticulum. Although high salt diet did not affect the relaxation
mediated by nitric oxide, the main mediator of erection, we
observed that rats exposed to high salt diet have fewer erections
induced by subcutaneous injection of apomorphine, when
compared with animals of same age fed regular diet (control
group). The changes in responsiveness of corpus cavernosum
observed in vitro and the reduced number of erection found in
vivo in rats fed high salt diet appear to be independent of the
influence of salt on the onset of hypertension, since no significant
changes on systolic blood pressure were found in these animals.
In conclusion, chronic high sodium intake can impair the
functionality of corpus cavernosum in vitro and the ability of rats
to achieve erections. For the best of our knowledge, this is the
first study establishing a relationship between excessive
consumption of salt and erectile dysfunction, independently of
hypertension. Both maodification in the functionality of RhoA/Rho-
kinase pathway and calcium mobilization appear to contribute to



this effect. Further studies are needed to clarify the significance

of these changes for erectile dysfunction caused by high salt
intake.

Key-words: salt, corpus cavernosum, erectile dysfunction,
RhoA/Rho-kinase, calcium.
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1.1 sal
1.1.1 Aspectos histéricos

Durante milhdes de anos de evolucdo nossos ancestrais
subsistiram sobretudo por meio do consumo de frutas, legumes e
eventualmente carne proveniente de caga. Em decorréncia disso,
a ingestdo diaria de sal desses humanos primitivos era de
aproximadamente 0,25 ¢, apenas uma fracdo do que
consumimos hoje (MacGREGOR & de WARDENER, 1998).
Entretanto, ha cerca de 5000 anos os chineses descobriram que
este mineral poderia ser utilizado como conservante de
alimentos. Em pouco tempo, o sal estava em destaque na
economia como o artigo de comércio mais tributado no mundo.
Esta descoberta permitiu o desenvolvimento de comunidades
assentadas que consequentemente aumentaram de modo
exponencial o seu consumo de sal (HE & MacGREGOR, 2010;
MacGREGOR & de WARDENER, 1998). Historicamente sabe-se
que o imposto sobre o sal foi uma das principais causas da
Revolucao Francesa (RITZ & MEHLS, 2009).

Paradoxalmente a perspectiva atual, na Roma antiga o
sal era lembrado como sinbnimo de saude. Este conceito se
refletiu na constituicdo de algumas palavras em latim como salus
(saude) e salubris (saudavel), além de termos como salarium que
remetia a quantia de sal paga a oficiais e soldados romanos
(RITZ & MEHLS, 2009).

Com o advento da invencdo dos refrigeradores, a
utilizacdo do sal como conservante foi abolida causando queda
em seu consumo. Entretanto, a incorporacao recente (em termos
evolutivos) de produtos alimenticios industrializados a dieta
causou aumento significativo da quantidade de sal ingerida por
dia para quantias entre 9-12 g por pessoa em estimativa mundial,
mais do que o dobro dos 5 g recomendados pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) (BROWN et al. 2009; JAMES et al.
1987; MacGREGOR & de WARDENER, 1998). Estudos
anteriores demonstraram que, na dieta da populacdo adulta de
europeus e norte-americanos, 75% do sal ingerido € proveniente
de comidas processadas e/ou preparadas em restaurantes
(BROWN et al. 2009).

No Brasil, segundo a pesquisa mais recente de Andlise
do Consumo Alimentar Pessoal feita pelo Instituto Brasileiro de
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Geografia e Estatistica (IBGE) (2011), a proporcao de individuos
gue consomem sdAdio acima do nivel seguro de ingestdo é de
89% entre homens e 70% entre mulheres, para a faixa etaria de
19 a 59 anos, e de 80% e 62% para homens e mulheres com 60
anos ou mais, respectivamente.

1.1.2 Dieta hipersddica e doengas

Ha quase 60 anos, Meneely e colaboradores (1953)
reportaram através de um estudo inovador, que o tempo de vida
de ratos poderia ser reduzido com o aumento no consumo de sal
de maneira dose-dependente, isto porque a ingestdo exacerbada
de sbdio causava nesses animais maior incidéncia de
aterosclerose e insuficiéncia renal. Mais tarde, Dahl (1961)
observou o desenvolvimento de hipertensdo em ratas expostas
cronicamente a racdo com sal em excesso. Estes estudos foram
0s primeiros a avaliar as consequéncias do consumo excessivo
de sal por meio da utilizacdo da dieta hipersodica ou dieta high-
salt em roedores. Atualmente um crescente numero de
evidéncias sugere que a ingestdo exacerbada de sal pode
aumentar diretamente o risco de algumas doencas como 0O
derrame, hipertrofia ventricular esquerda, doenga renal
proteindrica, célculo renal e osteoporose (FRISOLI et al. 2012),
sendo inclusive descrita como uma causa do céancer de
estbmago (FOX et al. 1999).

Além destas, a patologia mais frequentemente
relacionada a ingestéo excessiva de sal é a hipertensao. Embora
ela s6 tenha sido descrita, em termos cientificos, ao final do
século XIX e inicio do século XX, a primeira alusdo a altera¢gbes
fisiolégicas em decorréncia desse habito estd documentada no
livro “Citacdes de Medicina Familiar’, compilado na China antiga
ha mais de 4500 anos, no qual esta registrado: “Portanto, se
muito sal é usado em alimentos, o pulso enrijece” (apud LEV-
RAN & PORTA, 2005). Uma explicacéo para este fenébmeno foi
dada por Guyton e colaboradores em 1972, que propuseram que
0 equilibrio de sédio é regulado pelo mecanismo de pressao-
natriurese e que, portanto, quando ingerido o sddio aumentaria
transitoriamente a pressdao sanguinea. Todavia, alguns
individuos sdo deficientes quanto a excrecao de sédio e para que
ela ocorra necessitam de pressdo arterial mais elevada
(GUYTON et al. 1972). Estudos recentes vém demonstrando que
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a hipertensdo associada a ingestdo exacerbada de sal envolve
mecanismos muito mais complexos e a participacdo de muitos
fatores interligados, como por exemplo, o0 sistema renina-
angiotensina-aldosterona (DRENJANCEVIC-PERIC et al. 2009).

1.2 Funcgéo Erétil
1.2.1 Estrutura, vascularizacdo e inervagao peniana

O pénis, 6rgdo genital masculino, é responsavel pela
mic¢cdo e funcdo sexual. Esta localizado acima do escroto, que
abriga os testiculos, e ligado a sinfise pubica. Estruturalmente é
formado por trés cilindros divididos entre um par de tecidos
extensamente vascularizados, chamados de corpos cavernosos
(CC) e um corpo esponjoso, sendo que este Ultimo abriga a
uretra e dilata-se na porcéo distal formando a glande (Figura 1A)
(JUNIOR et al. 2010; TESTUT & LATARJET, 1960). Os corpos
cavernosos, constituidos por feixes de fibras musculares lisas,
compdem a maior parte do pénis; sdo estruturas alongadas e
aderidas intimamente & porcéo inferior do isquio e do pubis.
Internamente sdo compostos por estruturas funcionais eréteis
denominadas sinusdides ou trabéculas (revestidos de células
endoteliais) e externamente sdo envolvidos por um envoltorio
fiboroso, denso e resistente, a tunica albuginea peniana
(NARDOZZA JR, et al. 2010; TESTUT & LATARJET, 1960).

O fornecimento de sangue para o pénis é mantido
principalmente por trés pares de artérias, as cavernosas, que
penetram e se ramificam em artérias de resisténcia helicoidais
dentro dos corpos cavernosos, as dorsais, que irrigam a parte
dorsal do pénis e as bulbouretrais, que suprem o0 corpo
esponjoso e a uretra (AWAD et al. 2011; NARDOZZA IR et al.
2010). Todas elas surgem a partir de um ramo comum da artéria
pudenda interna. Por outro lado, a drenagem venosa peniana é
complexa e formada por dois sistemas, um superficial, composto
pela veia dorsal superficial e pela veia pudenda externa
superficial, e um profundo, formado pelas veias dorsal profunda,
circunflexa, emissaria, cavernosa e crural (AWAD et al. 2011;
NARDOZZA JR et al. 2010).

O controle do tdnus do musculo liso do corpo cavernoso
e de seu sistema vascular € mantido tanto por inervagéo
somatica (sensorial), guanto autondémica (simpatica
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parassimpatica). A via sensorial e motora é composta por ramos
do nervo pudendo denominados nervo dorsal do pénis, nervo
perineal e nervo inferior retal (BROOKS, 2007). As fibras
somaticas motoras medeiam impulsos para muasculos
esqueléticos (controle voluntério), enquanto as somaticas
sensoriais medeiam informacdes aferentes ao SNC a partir da
pele do pénis, da glande e da uretra, bem como do interior do
corpo cavernoso. A inervagcdo autondmica, por sua vez, €
composta por fibras de diametro pequeno, pouco ou nao
mielinizadas que conduzem impulsos mediando respostas
involuntarias. No pénis as fibras autondmicas séo coletivamente
denominadas de nervo cavernoso (para revisdo ver AWAD et al.
2011).

1.2.2 Fisiologia da fun¢éo erétil

Diante de uma estimulacdo sexual, impulsos nervosos
provocam a liberacdo de neurotransmissores que elevam o fluxo
sanguineo no pénis através do relaxamento de artérias e da
musculatura lisa dos corpos cavernosos. Neste Ultimo, ocorre
expansao dos sinusoides (tumescéncia) que mecanicamente
comprimem as veias emissarias impedindo o retorno venoso
(venooclusao) levando a rigidez e erecao (Figura 1B e 1C). Este
processo é o resultado de um evento neurovascular complexo no
qual estdo envolvidos nervos, endotélio, vasos sanguineos,
células musculares lisas, mecanismos centrais e periféricos,
neurais e/ou humorais (para revisdo ver ANDERSSON, 2011).

No sistema nervoso central (SNC), para que a resposta
erétil aconteca, ocorrem processamento e integracdo de
estimulos tateis, olfativos, auditivos, visuais e imaginativos, todos
coordenados por algumas areas anatémicas cerebrais principais,
como a amigdala medial, a area-préoptica medial (MPOA), o
nacleo  paraventricular (PVN), a substincia cinzenta
periaquedutal e o tegmento ventral (ANDERSSON, 2011;
ANDERSSON & WAGNER, 1995). A regulacdo desses
processos envolvem vias e mecanismos tanto espinais como
supraespinais. Entre os neurotransmissores mais conhecidos
encontram-se a serotonina, a oxitocina, aminoacidos excitatorios,
oxido nitrico (NO), adrenocorticotropina e os peptideos opidides.
A erecdo que envolve a interac@o desses estimulos é conhecida
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como psicogénica (ANDERSSON, 2011; ANDERSSON &
WAGNER, 1995).

Além dos neurotransmissores ja citados, a dopamina
também tem papel importante no mecanismo da eregcdo por
promover efeitos facilitadores sobre a motivacao sexual, copula e
reflexos genitais (HULL et al. 2004). Ambas as classes de
receptores para dopamina D1 ou D1-simile (D1, D5) e D2 ou D2-
simile (D2,D3, D4) estéo relacionados a funcao erétil controlada
pelo SNC. Por conta disso, a administracdo sistémica de
apomorfina, agonista ndo-seletivo dos receptores de dopamina,
induz resposta eréti em mamiferos (BEAULIEU &
GAINETDINOV, 2011; MELIS & ARGIOLAS, 1995;)

Os mecanismos periféricos que controlam a erecao
reflexogénica dependem da inervacao simpatica, parassimpatica,
somatica e sensorial das diferentes estruturas do pénis. As
terminacdes nervosas neste tecido sdo categorizadas como
adrenérgicas, colinérgicas e ndo-adrenérgicas/nao-colinérgicas
(NANC), como nervos contendo peptideo intestinal vasoativo
(VIP), substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e 6xido nitrico sintase (TEIXEIRA et al. 2001).
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Figura 1. Em A, corte transversal do pénis. Em B, conformacao anatbmica
das estruturas do pénis no estado flacido evidenciando o musculo
cavernoso e as artérias contraidas. Em C, conformacdo anatdbmica das
estruturas do pénis no estado ereto deixando em evidéncia os sinusotides
dilatados e a compressdo venosa (venooclusdo). Adaptado de Billups
(2005).
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1.2.3 Controle do tdnus do musculo liso do corpo cavernoso

O tbnus dos corpos cavernosos determina a flacidez e a
erecdo peniana. Resumidamente, a flacidez é mantida pelo
estado contratil das células musculares lisas por meio da
fosforilagdo da miosina de cadeia leve (MLC, do inglés myosin
light chain), enquanto que a erecédo € obtida pelo relaxamento
dessas mesmas células em decorréncia da defosforilacdo da
MLC (para revisdo ver HONG et al. 2011). Nos proximos itens
abordaremos o0s principais mecanismos envolvidos na regulagéo
do tdénus do corpo cavernoso.

1.2.4 Mecanismos de relaxamento — via de sinalizacdo NO/cGMP

Estudos funcionais utilizando preparagbes de corpos
cavernosos isolados demonstram que a ere¢cdo € um processo
mediado principalmente pelo 6xido nitrico (NO) produzido pelas
isoformas constitutivas de enzimas 6xido nitrico sintases (NOS):
a endotelial (eNOS ou NOS Ill) e a neuronal (NNOS ou NOS 1).
Uma vez liberado, tanto pelas células endoteliais quanto por
terminacdes nervosas (NANC), o NO difunde-se para células
musculares lisas adjacentes dilatando as artérias helicoidais e o
musculo liso trabecular por meio da ligagdo ao grupamento heme
da enzima ciclase de guanil solivel (GCs) (ANDERSSON &
WAGNER, 1995). Esta ativagdo resulta em aumento da taxa de
conversao de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina 3',5'-
monofosfato ciclico (GMPc). Em seguida, moléculas de GMPc
ativam proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG) que,
por sua vez, fosforilam varios alvos, como canais idnicos de Ca?*
e receptores de IP3, promovendo a reducdo dos niveis
intracelulares citosdlicos de célcio e resultando em relaxamento
(Figura 2) (para revisao ver LUCAS et al. 2000).

Esta cascata de sinalizacdo é regulada principalmente
pela atividade da enzima fosfodiesterase (PDE, do inglés
phosphodiesterase) do tipo 5, que tem por fungdo quebrar a
ligacdo de nucleotideos ciclicos deixando-os na sua forma linear
e inativa, neste caso GMP. Das onze isoenzimas conhecidas, as
PDE 5, 6 e 9 sdo consideradas especificas para GMPc (SHAKUR
et al. 2001; THOMPSON, 1991).

Além do NO, outras substancias também podem mediar a
erecdo, entre elas, o peptideo intestinal vasoativo (VIP) e o
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peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Ambos
atuam pela ativacdo da adenil ciclase aumentando os niveis
intracelulares de AMP ciclico (ANDERSSON & WAGNER, 1995).

Célula endotelial

Nervo
NANC ACh
e ]

Nervo
parassimpatico

Figura 2. Mecanismos intracelulares pelos quais o NO promove a
erecdo. Diante de um estimulo sexual ocorre a ativacdo de fibras
parassimpaticas que liberam NO, tanto diretamente, a partir de fibras
NANC, como indiretamente, por meio da liberagdo de ACh de terminacdes
colinérgicas que atuam sobre receptores M3 no endotélio sinusoidal. Uma
vez liberado o NO difunde-se para as células musculares lisas préximas,
onde ativa enzimas GCs permitindo aumento de GMPc, que por sua vez,
ativa PKG. Esta, por meio da fosforilacdo de varios alvos, leva a diminuicdo
dos niveis de célcio intracelular. Como o Ca*" é essencial para a ativagdo
da MLCK esta diminuigdo leva ao relaxamento. ACh: acetilcolina; NO: 6xido
nitrico; GCs: ciclase de guanilil soltvel; PKG: proteina quinase dependente
de GMPc; MLC: miosina de cadeia leve; PDE: fosfodiesterases; MLP:
fosfatase de miosina de cadeia leve.
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1.2.5 Mecanismos de contracdo

A manutencdo do estado flacido do pénis é feita
principalmente por fibras eferentes simpaticas que por meio da
liberagdo de noradrenalina (NA), promovem a contracdo das
artérias helicoidais e do corpo cavernoso. Neste tecido, séo
encontrados a-adrenoceptores dos subtipos aj,, O14, O2a € Oyc NO
musculo liso e aj, e ay, no endotélio e nervos (TRAISH et al.
1999). Dentre as outras substancias vasoconstritoras mais
importantes no CC, podemos citar a prostaglandina Foq (PGF5,),
o tromboxano A; (TXA;) e a endotelina-1 (ET-1), sintetizados por
enzimas especificas localizadas tanto no musculo liso quanto no
endotélio (ANDERSSON & WAGNER, 1995; TEIXEIRA et al.
2001).

A ligagdo da NA em receptores a1-adrenérgicos,
pertencentes a familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs), estimula enzimas fosfolipases C beta (PLC-B) a
hidrolisar fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para liberar inositol
(1,4,5) trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Posteriormente,
moléculas de IP; ligam-se a receptores de IP3 presentes na
membrana do reticulo sarcoplasmatico (SR, do inglés
sarcoplasmic reticulum), provocando a liberacdo do Ca®' ali
estocado. Uma vez presente em concentra¢cdes maiores no meio
intracelular o Ca®" livre liga-se a calmodulina (CaM), formando o
complexo Ca**-calmodulina, que ativa a quinase de miosina de
cadeia leve (MLCK do inglés, myosin light chain kinase). A MLCK
fosforila a MLC, o que resulta no aumento da afinidade dos
filamentos grossos de miosina pelos filamentos de actina e leva a
contracéo celular (HONG et al. 2011, GRATEZEK et al. 2009).
Em paralelo, a ligacdo da NA ao seu receptor também ativa a via
RhoA/Rho-quinase, que controla um processo no qual ha
aumento da forca de contracdo de modo independente do
aumento de calcio intracelular, e que resulta na sensibilizagéo
dos filamentos contrateis ao célcio (Figura 3) (WANG et al.
2002).

O célcio é um segundo mensageiro comum que regula
muitos processos celulares. Por isso, uma homeostase
adequada desse ion é necessaria para a regulacdo do ténus do
musculo liso. Neste sentido, o envolvimento de trés mecanismos
principais pode ser destacado: i) o influxo de Ca*" extracelular
por canais regulados por voltagem; ii) a ativacdo de receptores
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ligados a membrana que permitem a entrada de calcio
extracelular; e por fim iii) a ativagdo de vias de sinalizagdo
especificas que dependem da liberacdo de Ca?* armazenado
para o citosol (de TEJADA, 2002).

O reticulo sarcoplasmatico figura como o principal
estoque intracelular de calcio em células musculares, podendo
armazenar concentracdes milimolares do cation (POZZAN et al.
1994). Funcionalmente, o SR permite a liberacéo do Ca* através
da ativacdo dos receptores IP3 e de receptores de rionidina
(RyR), iniciando o processo de contracdo muscular. Além disso,
pode controlar o processo de relaxamento por meio da
recaptacéo de Ca?" livre no citosol pela acdo da bomba de calcio
do SR (SERCA, do inglés sarco(endo)plasmic reticulum Ca?®'-
ATPase). Esta bomba possui duas fungdes, causar relaxamento
pela diminuicdo do célcio intracelular e ao mesmo tempo
restaurar o estoque de cdlcio necessario para a proxima
contracao muscular (PERIASAMY &
KALYANASUNDARAM,2007).
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Figura 3. Mecanismos intracelulares que mantém o corpo cavernoso
flacido. Na auséncia da estimulagdo sexual a NA ativa receptores a-
adrenérgicos provocando aumento da atividade da PLC e consequente
aumento de moléculas de IP3 disponiveis na célula. O IP3 promove a
liberagdo de Ca®* para o meio intracelular por meio de receptores de IP3 e
RyR. O Ca’* juntamente com a CaM, ativa a MLCK aumentando a
fosforilagdo da MLC, levando a contracdo celular. Controlando este
mecanismo, a SERCA recapta calcio para dentro do SR. Paralelamente, a
ativacdo da proteina G também pode resultar em ativacdo de RhoA e de
seu efetor ROCK. Este Ultimo inibe a MLCP impedindo sua atividade,
favorecendo a contracdo e a flacidez peniana. NA: noradrenalina; PLC:
fosfolipase C; IP3: inositol trifosfato; IP3R: receptor de IP3; PIP2:
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; RyR: receptor de rionidina; SERCA: bomba de
célcio do reticulo sarcoplasméatico; MLC: miosina de cadeia leve; MLCP:
fosfatase de cadeia leve de miosina; MLCK: quinase de cadeia leve de
miosina; CaM: calmodulina.
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1.3 Via RhoA/Rho-quinase

No musculo liso a ativacdo da via de sensibilizacdo ao
célcio é controlada por uma proteina denominada RhOA,
pertencente a superfamilia Ras de proteinas G pequenas,
caracterizadas pela atividade GTPase (WENNERBERG et al.
2005). As pequenas Rho GTPases controlam uma série de
fungbes celulares basicas como a dindmica do citoesqueleto, a
progressao do ciclo celular, transcricdo, motilidade, dentre outras
(ETIENNE-MANNEVILLE & HALL, 2002). Em 1992, Hirata e
colaboradores, demonstraram o envolvimento da Rho na inibigdo
da MLCP, enfatizando sua importdncia na manutencdo do
mecanismo de contracéo celular.

Como intermediaria na transmissdo de sinal dos GPCRs,
a RhoA produz seus efeitos ligando-se a efetores especificos. No
ano de 1996 descobriu-se que as enzimas Rho-quinases
(ROCKs) seriam um desses efetores (KIMURA et al. 1996) e,
atualmente, sabe-se que sao os mais importantes. As ROCKs
sao serinal/treonina quinases citoplasmaticas com
aproximadamente 160-180 kDa de peso molecular encontradas
em duas isoformas, a ROCK | e a ROCK Il, sendo ambas
expressas no mausculo liso. Estruturalmente as ROCKs séo
formadas por um dominio quinase na porcdo N-terminal, um sitio
de ligacdo para Rho (RBD, do inglés Rho-binding domain) e um
dominio rico em residuos cisteina (PH do inglés, Pleckstrin-
homology) na regido C-terminal (SOMLYO & SOMLYO, 2004;
WIRTH, 2010).

Paralelamente & via de contragdo controlada pelo IP3 e
pelo célcio, a ligagdo de agonistas a certos GPCRs pode
desencadear a ativacdo da via RhoA/Rho-quinase. Esta ativacéo
conta com a participacdo de alguns mediadores, dentre eles o
fator de troca do nucleotideo guanina (GEFs) que promove a
troca de uma molécula de GDP por uma de GTP ligada a RhoA e
induz a diminuicdo da atividade de proteinas ativadoras de
GTPases (GAPs), que aceleram a hidrolise do GTP ligado a
RhoA, bem como reduzem a atividade de proteinas inibidoras da
dissociacdo do GDP (GDIs), cuja acdo inibe a dissociacdo do
complexo GDP/RhoA. Estes eventos associados promovem a
ativacdo e translocacdo de RhoA do citoplasma para a
membrana celular (PUETZ et al. 2009).
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Uma vez ativada a RhoA liga-se a ROCK, a qual favorece
a contracdo celular e consequente flacidez do tecido peniano
através da fosforilagdo de residuos de treonina e serina na
subunidade regulatéria da MLCP, denominada MYPT-1 (do
inglés, myosin-phosphatase target unit) (KIMURA et al. 1996;
AMANO et al. 1996). Outro alvo importante da ROCK é a
fosfatase inibitéria do tipo 1 (CPI-17), que quando fosforilada é
ativada e liga-se a subunidade fosfatase da MLCP, bloqueando
sua funcéo inibitéria (ETO et al. 2004). Além do mecanismo de
ativacdo da via RhoA/Rho-quinase descrito acima, estudos tém
demonstrado que em algumas situagfes apenas o aumento de
célcio no citoplasma promove a translocacdo de RhoA para o
citoplasma e a consequente ativacdo desta via (WANG et al.
2006).

A funcionalidade da via RhoA/Rho-quinase tem sido alvo
de inimeros estudos que procuram elucidar a sua participacéo
em processos patoldgicos, e ji esta determinado que alteragbes
na regulacdo dessa via podem contribuir para o desenvolvimento
da hipertensdo (ZHOU & LIAO, 2009), da aterosclerose (JIN et
al. 2006) e da disfuncéo erétil (CHITALEY et al. 2001a).
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Figura 4. Manutencdo da contragcdo do corpo cavernoso pela via
RhoA/Rhoquinase. Paralelamente a ativacdo da via do IP3 (mostrada em
mais detalhes na figura 3), a estimulacdo de proteinas GEFs ativa RhoA,
que por sua vez se liga & enzima ROCK. Esta ligacdo pode inibir a MLCP
pela acdo direta da ROCK ou pela acdo da ROCK sob a CPI17. Estas
acbes em conjunto impedem o efeito promotor do relaxamento causado
pela MLCP e favorecem a contragdo celular induzida pelo IP3. NA:
noradrenalina; PLC: fosfolipase C; GEFs: fator de troca do nucleotideo
guanina; GAPs: proteinas ativadoras de GTPases; CPI17: fosfatase
inibitoria do tipo 1; MLC: miosina de cadeia leve; MLCP: fosfatase de cadeia
leve de miosina; MLCK: quinase de cadeia leve de miosina.

1.4 Disfuncao erétil

A disfuncao erétil (DE), definida como “incapacidade
consistente ou recorrente de alcancar ou manter uma erecao
peniana adequada para uma relacdo sexual satisfatoria”
(National Institutes of Health Consensus Statements), figura
como uma condicdo muito comum em homens de meia idade
(LUE et al. 2004; BURCHARDT et al. 2000). Esta patologia pode
ser procedente de problemas de natureza psicogénica ou
organica, sendo na grande maioria (80% dos casos),
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representada por disfungbes do tipo organica, a qual é
subdividida em vasculogénica (mais comum), neurogénica,
anatbmica e hormonal. Em carater classificatério a DE pode ser
leve, moderada ou completa (DIAZ Jr & CLOSE, 2010).

Independente da intensidade ou da etiologia primaria pela
qual a DE acontece o componente psicolégico sempre coexiste
(MILLER, 2000; DIAZ Jr & CLOSE, 2010). Efeitos adversos na
qualidade de vida, no bem estar pessoal e nas relacdes
familiares e sociais ocorrem em individuos nessa condi¢éo
(FELDMAN et al. 1994). Estima-se que no mundo cerca de 152
milhdes de homens estejam acometidos pela DE; além disso,
perspectivas para 2025 indicam que esta doenca podera atingir
até 322 milhdes de homens (TSERTSVADZE et al. 2000; AYTA
et al. 1999). No Brasil, um estudo epidemioldgico de Moreira Jr e
colaboradores, demonstrou que 46,2% dos homens
entrevistados (> de 18 anos) reportaram algum grau de DE,
sendo 31,5, 12,1 e 2,6% relativos a DE minima, moderada ou
completa, respectivamente (MOREIRA Jr et al. 2001).

A DE é a disfuncdo sexual mais estudada em homens
(UCKERT et al. 2007). Em virtude disto, inimeros avangos no
entendimento dos mecanismos de acdo de drogas, bem como
dos mecanismos de erecdo, foram elucidados e permitem a
utiizacdo de uma ampla variedade de drogas disponiveis
atualmente. Historicamente, as primeiras terapias utilizadas
incluiam opcgdes cirdrgicas ou agentes injetaveis como a
papaverina, a fentolamina e as prostaglandinas (EARDLEY et al.
2009; UCKERT et al. 2007). Entretanto, no final dos anos 80 e
inicio dos anos 90, a descoberta do NO como principal mediador
periférico da erecdo permitiu o desenvolvimento da primeira
droga oral efetiva contra a DE o sildenafil, um inibidor seletivo da
PDE do tipo V (MARTINEZ-PINEIRO et al. 1993). Atualmente,
este e outros inibidores de PDE 5, como o vardenafil e o tadalafil,
sdo amplamente utilizados. Apesar do sucesso dos inibidores da
PDE, parte dos pacientes ndo responde a este tratamento
(EARDLEY et al. 2010). Por isso terapias alternativas estédo
sendo investigadas. Entre os compostos que estdo em fase
clinica de desenvolvimento encontram-se 0s que aumentam a
liberacdo de dopamina no sistema nervoso central e os inibidores
da Rho-quinase (ALBERSEN et al. 2010).
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A patologia da DE ¢é considerada uma condigdo
multifatorial que tem o envelhecimento como um dos principais
fatores associados, embora casos envolvendo homens mais
jovens também tenham sido relatados (PRINS et al. 2002;
MIALON et al. 2012). O estilo de vida sedentario, a obesidade, o
tabagismo, a diabetes e a hipertensao estdo postulados entre os
fatores de risco para esta doenca (DERBY et al. 2000). Tais
fatores estdo intimamente relacionados com doengas
cardiovasculares (DCV), o que coloca a DE como um marcador
potencialmente observavel de DCV subjacentes (MINER, 2012;
KIRBY et al. 2005).

Estudos anteriores demonstraram que uma parte dos
pacientes hipertensos também apresenta DE, sendo que a
gravidade de uma desordem é proporcional a gravidade da outra
(CHITALEY et al. 2001b; BUCHARDT et al. 2000). Em virtude
destes e de outros estudos, a relacdo entre a hipertensdo e a DE
tem sido bem aceita. Em adi¢cdo, o consumo excessivo de sal é
admitido como fator ambiental relacionado a hipertensao. Logo,
individuos que ingerem quantias excessivas desse mineral
podem comprometer sua fungdo erétil devido a prejuizos na
regulacdo da pressao arterial. Apesar disso, pesquisas apontam
gue mecanismos intracelulares podem causar efeitos danosos a
vasculatura, de modo independente da hipertenséo (SCHIFFRIN,
2005). Ao considerar isto, foi possivel hipotetizar que o consumo
excessivo de sal poderia causar detrimento da resposta erétil
independente do acometimento da presséo arterial. Tendo em
vista que alteragcfes na via RhoA/Rho-quinase foram observadas
em animais expostos a dieta hipersédica (CRESTANI et al.
2012), é possivel que modificagbes nesta mesma via causem
efeitos no corpo cavernoso que contribuam para o
desenvolvimento da DE.



2. OBJETIVOS

51




52

2.1 Objetivo geral

Investigar as alteragbes decorrentes da ingestao
exacerbada de sal no corpo cavernoso e na funcao erétil de
ratos, bem como, explorar a participagdo da via RhoA/Rho-
guinase neste processo.

2.2 Objetivos especificos

>

>

Avaliar a diurese, a variagdo no peso de 6rgaos e
a pressao arterial sistolica destes animais;

Avaliar o efeito de substancias contrateis e
relaxantes sobre o0 corpo cavernoso de ratos
tratados com dieta hipersédica;

Investigar o efeito do composto Y-27632 em
corpos cavernosos de ratos tratados com dieta
hipersédica;

Avaliar o efeito da estimulagéo elétrica de campo
sobre estes tecidos;

Avaliar a funcdo erétil de animais expostos a dieta
com excesso de sal.



3. METODOLOGIA
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3.1 Animais

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados ratos
Wistar machos (Rattus norvegicus), com dois meses de idade e
pesando entre 190-240 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia,
com luminosidade e temperatura controladas (ciclo 12 horas
claro/escuro; 22 + 2 °C, respectivamente) e tiveram livre acesso a
agua e racdo até o inicio do tratamento. Todo o projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) sob o
protocolo PP00706.

3.2 Grupos experimentais

Tanto estudos pioneiros (MENEELY et al. 1952; DAHL,
1961), como pesquisas mais recentes (YU, et al. 1998; WALKER
et al. 2012) utilizam entre 0,3, e 8,0% de NaCl na dieta
hipersédica de roedores, em virtude disso e na tentativa de
selecionar uma porcentagem intermediaria de NaCl para ser
utilizada no presente estudo, a concentracdo de 4% foi escolhida.

Os animais foram divididos de maneira aleatoria em dois
grupos experimentais. O grupo controle recebeu racdo comercial
padrdo contendo 0,27% de NaCl, enquanto o grupo tratado
recebeu ragao acrescida de 4% de NaCl. Ambos os grupos foram
ainda subdivididos em outros cinco grupos de acordo com o
periodo de exposicdo a dieta, sendo analisados ao final de 2, 4,
8, 12 ou 24 semanas de tratamento.

3.3 Preparacdao isolada: corpo cavernoso

Apbs os periodos pré-estabelecidos de exposi¢édo ao sal,
0s animais foram mortos por superdosagem da mistura
anestésica de cetamina e xilazina e tiveram o pénis
cuidadosamente removido. Em seguida, o tecido foi colocado em
uma placa de petri contendo solucao salina fisiologica (PSS) para
a retirada de tecidos aderentes e isolamento de duas tiras de
corpo cavernoso. Para isso foram removidas a veia dorsal
peniana e o tecido esponjoso e, em seguida, as tiras foram
montadas em cubas de vidro de 6 ml contendo PSS e ligadas a
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um transdutor de forgca isométrica acoplado ao sistema de
aquisicdo de dados (modelo PowerLab, AD Instruments,
Austrdlia). Para ensaios de estimulacao elétrica de campo estes
tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina (um anel
acima e um gancho abaixo) e conectados a estimulador elétrico
(12206, PanLab, Espanha).

Em todos os experimentos as tiras foram mantidas sob
tensdo basal de 250 mg (conforme dados obtidos durante a
validacdo do modelo descrito no item 3.4.1.1), ajustadas a cada
troca de PSS (intervalos de 15 minutos), a qual foi mantida a 37
°C, pH 7,4 e borbulhada continuamente com mistura carbogénica
(95% O, e 5% CO,). A composicdo do PSS utilizado foi (em mM):
NaCl (130), KCl (4,7), KH,PO, (1,18), MgSO,.7H,O (1,17),
NaHCO; (14,9), Dextrose (5.5), CaCl,.2H,0 (1,6) e EDTA (0,08).

3.4 Protocolos experimentais

3.4.1 Validacdo da metodologia de corpo cavernoso isolado de
rato

3.4.1.1 Padronizagéo da tenséo basal

Tiras de corpo cavernoso de animais nhaive foram
submetidas a tensdes basais de 150, 200, 250 ou 300 mg durante
um periodo de estabilizacdo de 45 minutos. Ao término da
estabilizacdo os tecidos foram contraidos com fenilefrina (PE 3
UM). Quinze minutos apds, as preparacdes foram lavadas
novamente e estabilizadas por mais 60 minutos, seguidos de nova
exposicao a PE, porém na concentracdo de 10 uM. Por fim, apés
nova estabilizacdo de 60 minutos os tecidos foram contraidos
novamente com PE (30 uM) pelo mesmo periodo de tempo. Apds a
realizacdo deste ensaio a tensdo basal escolhida para os
experimentos subsequentes foi 250 mg.

3.4.1.2 Avaliacéo da reatividade ao KCI

Apo6s um periodo de estabilizagdo de 45 minutos, a PSS
contida nas cubas foi substituida por solucdo de cloreto de potassio
(KCI) na concentracéo de 60, 80 ou 120 mM durante 15 minutos.
Em seguida as preparacdes foram lavadas e estabilizadas por mais
30 minutos para nova exposi¢ao ao KCI 60, 80 ou 120 mM, porém
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alternando-se a cuba para evitar exposicdo de uma mesma
concentracdo de KCI no mesmo tecido. Por fim, depois de lavadas
e novamente estabilizadas, as tiras foram igualmente contraidas de
maneira alternada com KCI 60, 80 ou 120 mM. Neste protocolo
cada uma das preparacdes foi exposta as trés concentracdes de
KCI.

3.4.1.3 Avaliacéo da reatividade a PE ap0s pré-exposicao ao KClI
ou ao KCl e a PE

Seguindo protocolo semelhante ao descrito no item
anterior, apos 45 min de estabilizacdo os tecidos foram expostos
ao KCIl 80 mM (por 15 min) e 30 minutos depois a PE (10 uM).
Posteriormente as tiras foram estabilizadas por 60 minutos e nova
exposicdo a PE na mesma concentracdo anterior foi realizada.
ApOs a realizacdo deste experimento em todos os demais
protocolos os corpos cavernosos utilizados para experimentos em
banho de 6rgdos foram estabilizados por 60 minutos, contraidos
com KCI ( 80 mM) e, 30 minutos depois, expostos a PE (10 uM),
antes da realizacdo dos demais protocolos experimentais.

3.4.1.4 Avaliacéo da reatividade e manutencéo do ténus contratil &
fenilefrina

Ap6s um periodo de estabilizagdo de 1 hora foi adicionada
PE (1, 3 ou 10 uM) as cubas e 60 minutos depois de nova
estabilizacdo os tecidos foram novamente expostos a PE, nas
mesmas concentracdes anteriores, porém alternando-se a
concentracdo utilizada em cada preparacdo. Por fim, apds nova
estabilizacdo de 60 min, as tiras foram expostas novamente a PE
nas mesmas concentragdes anteriores e também de modo
alternado em cada uma das tiras. Neste protocolo, cada uma das
preparacdes foi exposta as trés concentracfes de PE.

Em protocolo semelhante ao descrito acima, outro grupo de
tiras de corpo cavernoso foi estabilizado durante 60 minutos e em
seguida exposto a PE (10 uM), sendo a contracdo evocada por
essa droga registrada e mensurada ao longo de 30 minutos.
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3.4.2 Investigacao da influéncia da dieta hipersdédica sobre a
reatividade do corpo cavernoso de ratos

3.4.2.1 Avaliacao da reatividade ao KCI e a PE

Apos o periodo de estabilizacdo de 45 minutos, tiras de
corpo cavernoso foram expostas a solucdo de cloreto de potassio
(80 mM) durante 15 minutos. Em seguida, as preparacdes foram
lavadas e estabilizadas por mais 30 minutos para adi¢cdo de PE (10
HMM) na cuba e avaliagdo da reatividade a esse agonista.

3.4.2.2 Avaliacdo da resposta contratil a fenilefrina

Ap6s a verificagdo da viabilidade e reatividade das
preparagbes (item 3.4.2.1), os tecidos foram lavados e
estabilizados por mais 60 minutos para a realizacdo de uma curva
concentracdo-resposta  (CCR) por meio da adicdo de
concentragdes cumulativas e crescentes dessa mesma droga (10
nM & 100 uM).

3.4.2.3 Analise dos efeitos do inibidor da enzima Rho-quinase Y-
27632

Ap6s a verificacdo da viabilidade e reatividade (item
3.4.2.1), os tecidos foram estabilizados durante 60 minutos sendo
gue, nos 15 minutos finais deste periodo de estabilizacdo foram
incubados veiculo (PSS) ou composto Y-27632 (1 uM), seguido
pela exposicdo a concentracfes crescentes e cumulativas de PE
(10 nM a 100 uM). Em seguida, as tiras anteriormente incubadas
com veiculo foram novamente estabilizadas por 1 hora e pré-
contraidas com PE (10 uM). Na fase tbnica desta contracdo
adicionou-se concentracdes crescentes e cumulativas do composto
Y-27632 (1 nM a 100 puM), com intervalos de 10 min entre cada
adicéo.

3.4.3 Analise dos efeitos da estimulacdo elétrica de campo
(EEC) sobre o corpo cavernoso de animais controle e tratado
com dieta hipersédica por 24 semanas

Em virtude dos resultados obtidos nos experimentos
descritos anteriormente, os protocolos apresentados a partir desse
ponto foram realizados apenas em ratos expostos a dieta
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hipersédica durante 24 semanas e seus controles
correspondentes. Apés a verificacdo da viabilidade e reatividade
dos tecidos (item 3.4.2.1) os seguintes protocolos foram realizados:

3.4.3.1 Andlise da contracéo induzida pela EEC e dos efeitos da
inibicdo da sintese do 6xido nitrico

Apos estabilizacdo de 1 hora, os tecidos foram submetidos
a estimulacgédo elétrica de campo (EEC) aplicada na forma de trens
de pulsos retangulares de 1 ms de duracdo e intensidade
supramaxima de 20 V por 10 segundos, em frequéncias de 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64 e 128 Hz, sendo que cada tren de pulso foi aplicado
quando a resposta evocada pelo tren precedente havia terminado
por completo Este protocolo de estimulagcdo permitiu a construcao
de uma curva frequéncia-resposta (CFR). Em seguida, apés novo
intervalo de 30 min para estabilizacdo, as preparacdes foram
incubadas com atropina (ATR) e L-NAME nas concentraces de 1
e 100 pM respectivamente, também por 30 min. Ao término desse
periodo foi obtida uma nova CFR nos mesmos moldes da primeira.

3.4.3.2 Analise do relaxamento induzido pela EEC

Nos 45 min finais do periodo de estabilizacdo de 1 h, foram
adicionados a cuba 30 uM de guanetidina (GNT). Em seguida e
ainda na presenca de GNT, a preparagao foi exposta a PE (10 uM)
e, apo6s estabilizacdo da resposta contrati a esta droga, foi
realizada uma CFR (1-128 Hz) nos mesmos moldes descritos no
item anterior.

3.4.3.3 Efeitos do inibidor da Rho-quinase sobre a contracdo
induzida pela EEC

Ap6s 60 min da verificacdo da viabilidade e reatividade das
tiras (tem 3.4.2.1), foi realizada uma CFR para a EEC em
frequéncias de 1 a 128 Hz. Ap6s mais 45 min de estabilizacao foi
incubado 1 uM do composto Y-27632 por 15 minutos e em seguida
a CFR foi repetida. De modo semelhante, em um segundo
momento e apos novo periodo de estabilizacdo de 45 min, foi
incubado composto Y-27632 (3 uM) por 15 minutos, seguidos da
construcdo de nova CFR ao EEC.
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3.4.4 Avaliacdo de alteragcbes na mobilizacdo de calcio intra e
extracelular no corpo cavernoso por meio de experimentos
funcionais

Apos a verificagdo da viabilidade e reatividade dos tecidos
(item 3.4.2.1) os seguintes protocolos foram realizados:

3.4.4.1 Reatividade ao CacCl, extracelular

Nos 15 min finais do periodo de equilibrio de 1 h, a PSS
contida nos banhos foi substituida por PSS nominalmente sem
CaCl,. Ao final dos 15 minutos, os tecidos foram expostos a PE (10
UM) e em seguida, ainda na presenca de PE, foi realizada uma
CCR ao préprio CaCl, (3 uM a 10 mM).

3.4.4.2 Avaliacdo do envolvimento do célcio intracelular na
contragdo induzida pela PE

Ap6s 30 min da exposicdo ao KCI 80 mM, os tecidos foram
contraidos com PE (10 pM). Em seguida, as preparacdes foram
lavadas e estabilizadas por 60 minutos e nos Ultimos 15 min desse
periodo de estabilizacdo a PSS contido nas cubas foi substituida
por PSS nominalmente sem CaCl, e nova exposicao a PE (10 uM)
foi realizada.

3.4.4.3 Avaliagdo do envolvimento do célcio intracelular na
contracdo induzida pela EEC

A PSS contida nos banhos foi substituido por PSS
nominalmente sem CacCl, durante os 15 minutos finais do periodo
de 60 min estabilizacdo. Ao término deste tempo, uma CFR (1-128
Hz) foi obtida. Para fins de comparacédo, outras tiras de CC foram
estabilizadas por 60 min em PSS contendo CacCl, e submetidas a
uma CFR (1-128 Hz).

3.4.5 Efeitos da inibicho da SERCA sobre a contragéo
induzida pelo EEC

Apb6s a verificagdo da viabilidade e reatividade (item
3.4.2.2), os tecidos foram estabilizados por 45 min. Ao término
deste periodo, as tiras foram mantidas em PSS nominalmente sem
CaCl, por 15 min e uma CFR (1-128 Hz) foi obtida. De modo
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similar, as mesmas tiras foram novamente estabilizadas por 45
min, em seguida a PSS foi substituida por PSS nominalmente sem
CaCl, e realizou-se a incubacédo de tapsigargina (TAPSI) (1 puM).
Ap6s 15 min uma nova CFR (1-128 Hz) foi realizada.

3.5 Coleta e avaliacdo do peso de tecidos

Para verificacdo de possiveis alteracbes causadas pela
exposicao a dieta hipersodica foram mensurados o peso Umido do
rim e testiculo direito (testiculo, epididimo e tecidos adjacentes),
bem como do coracdo (ventriculos), uma vez que estd bem
demonstrado que o excesso de sal pode provocar aumento da
massa do ventriculo cardiaco esquerdo (FROHLICH et al. 1993).

Estes tecidos foram removidos de animais anteriormente
utilizados para experimentos em sistema de 6rgéo isolado. Os
resultados relativos a esta analise estdo apresentados como a
razado entre o peso de cada tecido avaliado e o peso corporal do
respectivo animal.

3.6 Avaliacdo da diurese

Para analise da diurese, animais dos grupos controles e
tratados com NaCl 4% foram alocados em gaiolas metabdlicas (um
animal por gaiola), mantidas em sala com temperatura controlada
de 22 °C, com livre acesso a agua, porém privados de comida. A
urina foi coletada e mensurada nos tempos de 1, 2, 4, 6 e 8 horas
apés a colocacdo dos animais nas gaiolas. Ao término do
experimento foram avaliados o volume total de urina eliminada por
animal, o pH e a densidade da amostra. Todos os animais foram
ambientados nas gaiolas metabdlicas durante 3 horas no dia
anterior ao experimento.

3.7 Medida ndo invasiva de pressdo arterial por
plestimografia (tail cuff)

Para mensuracdo da pressado arterial sistdlica (PAS) os
animais foram transferidos para sala aquecida a 30 °C pelo periodo
de 30 minutos antes da realizacdo do experimento. Posteriormente,
cada animal foi alocado em um contensor de acrilico e teve um
manguito acoplado a um transdutor de presséao (modelo MLT125R,
AD Instruments, Australia) envolvido em sua cauda. Os dados
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referentes a PAS foram registrados através de software especifico
(Chart v.7.2, AD Instruments, Australia). Foram realizadas no
minimo 3 e no maximo 5 medidas de pressao para determinar a
PAS média de cada animal.

3.8 Erecédo induzida por apomorfina

A avaliacdo do numero de erecdes induzidas pela
apomorfina foi conduzida em animais previamente ambientados
durante 30 minutos nas caixas de observagdo, antes da
administracdo da droga e filmagem. Nestes experimentos,
animais conscientes receberam uma injecéo subcutanea (s.c.) de
veiculo (preparacdo de solucdo salina 0,9 g/100mL e &cido
ascorbico 100 pg/mL) ou apomorfina (80 pg/kg) na regido do
dorso. Imediatamente apés a injecdo os ratos foram novamente
alocados nas caixas de teste sem contato visual ou fisico, para
serem filmados durante o periodo de 40 min. A camera foi
posicionada abaixo das caixas para permitir melhor visualizagéo
do pénis.

Através das imagens foi avaliado o tempo de laténcia
para a primeira ere¢cdo, 0 numero e a duracdo das erecles
obtidas por cada animal. Foram consideradas ere¢cfes somente
0s eventos nos quais foi possivel observar o pénis do animal
ereto, acompanhado de lordose na qual o animal se apoia nas
patas traseiras, inclinando o corpo para frente, segurando o pénis
com as patas dianteiras e fazendo a lambedura do mesmo.
Eventos em que ndo foi observada a erecdo, porém o0s outros
comportamentos ocorreram, foram contados como lambeduras.

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média *= erro
padrdo da média (SEM). O namero de animais em cada grupo
experimental variou de 4 a 10. Os graficos e as analises
estatisticas foram realizados com o programa GraphPad Prism®
versdo 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA. Para analise dos testes paramétricos pareados ou nao-
pareados, utilizou-se teste t de Student ou analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo post hoc de
Bonferroni. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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3.10 Drogas e reagentes

As seguintes drogas ou reagentes foram utilizados neste
estudo: fenilefrina, acetilcolina, atropina, guanetidina, L-NAME,
tapsigargina, acido ascoérbico (comprados da Sigma-Aldrich Co.
SainLouis, EUA), composto Y-27632 - (R)-(+)-trans-4-(1-
Aminoetil)-N-(4-Piridil)ciclohexanocarboxamida dihidroclorido,
apomorfina (comprados da Tocris Bioscience), cetamina e
xilazina (Syntec do Brasil). Todos os sais utilizados para o
preparo da PSS também foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(EUA).

A guanetidina e os anestésicos utilizados neste estudo
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Giles Alexander Rae e
pelo PPGF, respectivamente.
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4.1 Variacdo no peso de 6rgéos, diurese e pressao arterial de
animais submetidos ao modelo de dieta hipersddica

Objetivando caracterizar nosso modelo de estudo, alguns
parametros anatdbmicos e fisiolégicos dos animais foram
verificados. A exposicdo ao sal ndo provocou alteracdes
significativas em tecidos removidos de animais tratados com dieta
hipersédica por 2, 4, 8 (dados ndo mostrados) ou 12 semanas
(Figuras 5A, 5C, 5E). Entretanto, quando os animais consumiram
sal em excesso ao longo de 24 semanas ocorreu aumento
significativo do peso renal (Figura 5D) e diminuicdo do peso
testicular (Figura 5F). O peso do coracgéo foi similar entre animais
tratados e seus respectivos controles (Figura 5B).

Além de avaliar o peso dos tecidos removidos, a diurese
dos animais foi verificada. Nas figuras 6A e 6B observa-se que,
quando comparados aos seus respectivos controles, 0os animais
tratados com dieta hipersodica tiveram aumento no volume de
urina. Por outro lado, o pH e a densidade urinaria nao foram
afetados pelo tratamento (Figura 6C, D, E e F). As mesmas
respostas foram observadas em animais expostos ao tratamento
por tempos menores (dados ndo mostrados).

Considerando a intima associacdo entre o consumo
elevado de sodio e o aparecimento da hipertensdo, a pressao
sistélica dos animais foi mensurada. Nao foram verificadas
alteracbes neste pardmetro em animais dos grupos expostos a
dieta hipersédica durante 2, 4 ou 8 semanas (dados néo
mostrados), bem como, nos animais que foram submetidos a dieta
por periodos mais prolongados (Figuras 7A, 7B).
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Figura 5. Alterag6es no peso umido de tecidos de ratos expostos a
dieta hipersédica. Os painéis A, C e E expressam, em porcentagem do
peso corporal, 0 peso dos tecidos (coracao; rim direito; testiculo direito)
removidos de animais tratados por 12 semanas e seus controles. Os
painéis B, D e F sado referentes a amostras (coracao; rim direito; testiculo
direito) removidas do grupo 24 semanas. Resultados expressos como
média + erro padrdo da média (n=8), * indica valor de p<0,05, segundo
analise utilizando teste t de Student para amostras nao pareadas.
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Figura 6. Avaliagcdo da diurese em animais controle e tratados com
dieta hipersddica. Em A e B, volume de urina produzida ao longo de 8
horas, em animais dos grupos de 12 ou 24 semanas de tratamento,
conforme indicagdo na figura. Em C e D densidade urinaria (em mg/ml).
Em E e F pH urinario. Resultados expressos como média + erro padrdo da
média, * indica valor de p<0,05, segundo andlise utilizando ANOVA de
duas vias seguida de Bonferroni (A e B) e teste t de Student para amostras
ndo pareadas (C, D, E e F).
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Figura 7. Andlise da presséo arterial sistolica (PAS) de ratos tratados
com dieta hipersodica ou racdo padrdo (controle). Em A, PAS de
animais tratados por 12 semanas. Em B, PAS de animais tratados por 24
semanas. Resultados expressos como média + erro padrdo da média. Ndo
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos (teste t de
Student para amostras nédo pareadas, n=5).

4.2 Padronizacdo do modelo de corpo cavernoso isolado

Para padronizar o modelo de corpo cavernoso isolado de
rato, alguns parametros funcionais foram mensurados.
Primeiramente foi determinada a tensdo basal 6tima para a
realizacdo dos experimentos. Como ilustra a figura 8, a adicdo de
fenilefrina a cuba causou contracdes de modo dependente da
concentracdo em todas as tensdes utilizadas (150, 200, 250 e
300 mg). Porém, a contragdo promovida por 10 uM de PE em
tiras sob tensdo de 250 mg foi significativamente maior do que a
contracdo obtida nas preparacdes sob tensédo de 150 mg. Além
disso, as tiras sob tensdo de 250 mg responderam de maneira
mais homogénea quando comparadas as tiras submetidas a
tensdo basal de 200 mg. Finalmente, o aumento da tenséo basal
para 300 mg ndo resultou em diferencas significativas na
reatividade das preparacdes.
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Figura 8. Resposta contratil a fenilefrina em tiras de corpo cavernoso
de animais naive. A tenséo basal aplicada a cada grupo esta indicada na
legenda da figura. Resultados expressos como média + erro padrdo da
média (n=5), * indica valor de p<0,05, segundo andlise utilizando ANOVA
de duas vias seguida de Bonferroni.

Uma vez determinado 250 mg como tenséao ideal a ser
utilizada em nossos experimentos, seguiu-se a padronizagcdo de
protocolos que pudessem viabilizar a confiabilidade dos
experimentos subsequentes. Para isso utilizamos KCI como
ferramenta para estimar a viabilidade e a capacidade contratil
das tiras de mdusculo liso de corpo cavernoso. Na figura 9A
observamos que as concentracbes de 80 e 120 mM de KCI
provocaram respostas contrateis semelhantes entre si e
significativamente maiores que aquela promovida pela
concentracdo de 60 mM. Além disso, observamos que quando as
preparagbes eram expostas ao KCI (80 mM) e,
subsequentemente a PE (10 uM), a reatividade a PE era
aumentada significativamente nas demais exposicbes a esse
agonista de receptores a1- adrenérgicos (Figura 9B).
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Figura 9. Efeitos da adicdo de cloreto de potassio ou fenilefrina em
tiras corpo cavernoso de animais naive. Em A, contra¢Bes causadas por
cloreto de potassio. Em B efeito da fenilefrina (10 yM) apds pré-exposicao
ao KCI (80 mM) (barra preta) ou pré-exposi¢cdes ao KCI (80 mM) e em
seguida a PE (10 pM) (barra cinza). Resultados expressos como média *
erro padrdo da média (n=8), * indica valor de p<0,05, em relagdo a
resposta induzida por KCI 60 mM em A [segundo andlise utilizando ANOVA
de uma via seguida de Bonferroni] e em relacdo ao grupo pré-exposto
apenas ao KCl em B [teste t de Student para amostras ndo pareadas].

Ainda durante as etapas de padronizacdo do modelo no
laboratdrio foi averiguado se a reatividade do tecido cavernoso a
fenilefrina seria mantida mesmo apds varias exposicdes a essa
droga. Para tanto, cada tira foi exposta a trés concentragfes de
PE (1, 3, e 10 yM), mas administradas de forma randomizada
respeitando-se intervalos de 60 minutos entre cada exposicao.
Como resultado, observamos que a concentragao de 10 yM de
PE promoveu contracdes de amplitude semelhante nos trés
momentos em que foi adicionada a cuba, enquanto que as
demais concentragdes (1 e 3 uM) tiveram seus efeitos reduzidos
(Figura 10A). Além disso, a concentracao de 10 uM foi capaz de
manter o tdnus do tecido cavernoso ao longo do periodo de
manutencdo das preparagdes no sistema de 6rgao isolado (30
minutos), também nas trés exposi¢des (Figura 10B).
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Figura 10. Efeitos da fenilefrina em tiras de corpo cavernoso de animais
naive. Em A, contracdes causadas pela PE (1, 3 ou 10 yM) em trés
momentos diferentes, conforme indicado na figura. Em B, manutencdo da
resposta a PE (10 uM) ao longo de 30 minutos. Resultados expressos como
média + erro padrdo da média (n=5). Ndo foram encontradas alteracdes
significativas entre os grupos (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).

4.3 Avaliagdo da influéncia da dieta hipersédica na
reatividade de corpos cavernosos a agentes contrateis e
relaxantes

4.3.1 Resposta contratil ao KCI e a fenilefrina em tiras de corpo
cavernoso de animais controle e tratados com dieta hipersodica

A avaliacéo da reatividade das preparacgfes a solucdo de
KCl 80 mM demonstrou uma diminuicdo da contragdo maxima
nos corpos cavernosos do grupo em dieta com NaCl 4% por 12
semanas (Figura 11A), quando comparados aos seus
respectivos controles, mas ndo no grupo 24 semanas (Figura
11B). O mesmo foi encontrado na contragcdo induzida por PE 10
MM, uma diminuicdo significativa da resposta em corpos
cavernosos de animais do grupo 12 semanas (Figura 11C),
enquanto que as preparacbes do grupo 24 semanas
responderam de forma semelhante ao grupo controle (Figura
11D).
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Figura 11. Efeito do KCl e da fenilefrina em corpos cavernosos de
animais controle e tratados com dieta hipersédica por 12 ou 24
semanas. Em A e B contragdo induzida por KCI (80 mM) em tecidos de
animais controle e NaCl 4% tratados por 12 ou 24, semanas
respectivamente. Em C e D, contracao induzida por PE (10 yuM) em tecidos
de animais controle e NaCl 4% tratados por 12 ou 24 semanas,
respectivamente. Resultados expressos como meédia + erro padrdo da
média (n=8), * indica valor de p<0,05 em relacdo ao grupo controle
correspondente segundo andlise utilizando teste t de Student para amostras
néo pareadas.

A realizacdo de CCRs para fenilefrina confirmou que o
CC do grupo em dieta de NaCl 4% por 12 semanas teve resposta
contratil reduzida quando comparado ao grupo controle (Figura
12A). Por outro lado, as tiras de corpo cavernoso removidas de
animais tratados por 24 semanas responderam a fenilefrina do
mesmo modo que tiras de animais controle (Figura 12B). Um
registro tipico de uma curva de respostas dependentes da
concentracdo, obtida por meio da adicdo de concentracfes
crescentes de PE em uma tira de corpo cavernoso removida de
um animal controle (24 semanas) é mostrado na figura 12C.
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Figura 12. Efeito da fenilefrina sobre tiras de corpo cavernoso de
animais controle e tratados com dieta hipersddica. Em A, diminuicdo da
reatividade PE em corpos cavernosos de animais tratados por 12 semanas.
Em B, efeito da PE em corpos cavernosos de animais controle ou tratados
por 24 semanas. Em C, registro tipico de uma curva de respostas
dependentes da concentragdo a PE em preparacdo obtida de animal do
grupo controle. Resultados expressos como média + erro padrdo da média, *
indica valor de p<0,05, segundo analise utilizando ANOVA de duas vias

seguida de Bonferroni.
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4.3.2 Influéncia do composto Y-27632 na resposta contratil e
relaxante de corpos cavernosos

Na tentativa de verificar se a ingestdo elevada de
sédio € capaz de alterar o funcionamento da via RhoA/Rho-
quinase no corpo cavernoso de ratos, as preparacdes foram
incubadas com composto Y-27632 (1 yM) 15 min antes da
adicdo de concentracdes crescentes e cumulativas de PE na
presenca do composto Y-27632. Nossos dados revelaram que o
inibidor da ROCK provocou diminuicdo significativa, mas
semelhante, da resposta contratil induzida pela fenilefrina tanto
nos tecidos oriundos de animais tratados (12 e 24 semanas)
quanto nos tecidos de animais controles (Figura 13).

Além do efeito do composto Y-27632 sobre a
contracdo induzida por PE, verificamos o efeito relaxante do
mesmo. Para isso, as preparacdes foram contraidas com PE (10
MM) e, na vigéncia da fase tdnica da contracdo obtida adicionou-
se concentragbes cumulativas do composto Y-27632, com
intervalos de dez minutos entre cada exposi¢cdo. Como resultado,
obtivemos curvas de relaxamento que ndo diferiram entre si;
deste modo os corpos cavernosos dos grupos 12 e 24 semanas
ndo demonstraram quaisquer altera¢fes no relaxamento induzido
por composto Y-27632, quando comparados aos seus
respectivos controles (Figura 14).



74

Contragéo (g)

Contragéo (g)

A
12 semanas
0.4
—+— Controle (n=8)

0.34 = +Y-27632 (1 uM; n=8)

0.2

0.1

o4 —an ="
8 7 -6 -5 -4
Fenilefrina Log [M]

0.4

- NaCl 4% (n=10)
0.3{-= +Y-27632 (1 uM; n=8)

0.2

0.1

Fenilefrina Log [M]

24 semanas

0.4
—— Controle (n=7)

0.3 +Y-27632 (1 uM; n=7)

0.2
0.1
04 tn T
8 7 5 5 4
Fenilefrina Log [M]
0.4

-~ NaCl 4% (n=10)
034 +Y-27632 (1 yM; n=10)

0.2

0.1

Fenilefrina Log [M]

Figura 13. Efeito do composto Y-27632 sobre a contracéo induzida pela
PE. Em A e B, inibicdo do efeito da PE causado pelo composto Y-27632 em
preparagfes de animais controle (expostos a dieta nhormosddica) por 12 ou
24 semanas, respectivamente. Em C e D, inibi¢&o do efeito da PE causado
pelo composto Y-27632 em preparacdes de animais tratados com dieta
hipersodica por 12 e 24 semanas, respectivamente. Resultados expressos
como média + erro padrdo da média, * indica valor de p<0,05, quando
comparado ao seu respectivo controle (ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni).
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Figura 14. Relaxamento causado pelo composto Y-27632 em tiras de
corpo cavernoso pré-contraidas com fenilefrina. Em A e B, efeito do
composto Y-27632 em preparac¢des de animais controle e tratados por 12 ou
24 semanas, respectivamente. Resultados expressos como média * erro
padrdo da média. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).

4.3.3 Influéncia da liberacéo do célcio de estoques intracelulares
na reatividade a fenilefrina

Nesse experimento objetivou-se determinar se
alteracdes na mobilizacdo de calcio intracelular poderiam ocorrer
em tecidos de animais tratados com dieta hipersodica 4%. Para
tanto, foram realizadas contragbes induzidas por PE (10 uM) em
tiras mantidas em liquido nutritivo sem calcio por 15 minutos. Os
valores mensurados demonstraram que a auséncia de calcio no
liquido nutritivo resultou em diminuicédo significativa da contracéo
evocada pela PE em ambos os grupos controle e tratado com
dieta hipersddica por 12 semanas (Figura 15A), bem como nos
grupos controle e tratado durante 24 semanas (Figura 15B).
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Figura 15. Influéncia da auséncia de calcio sobre a contracéo induzida
pela fenilefrina. Em A e B, resposta contratil induzida pela PE (10 pM) em
tiras de animais controle (dieta normosddica) e tratados por 12 ou 24
semanas com dieta hipersddica, respectivamente, mantidas em liquido
nutritivo sem célcio (barras cinza). As barras pretas mostram respostas a PE
(10 pM) quando as preparacgdes foram mantidas em liquido nutritivo regular
(PSS com célcio). Resultados expressos como média + erro padrdo da
média, * indica valor de p<0,05, quando comparado a resposta obtida no
mesmo grupo na presenca de célcio (barras pretas), # indica valor de p <
0,05 quando comparado as respostas obtidas no grupo controle (dieta
normosaodica) (ANOVA de uma via seguida de Bonferroni).

Os tecidos removidos de animais tratados com dieta
hipersédica durante 2, 4 e 8 semanas apresentaram reatividade
similar aos seus respectivos controles nos parametros descritos
no item 4.3 (dados ndo mostrados).

4.4 Avaliagdo da influéncia da dieta hipersédica na
reatividade contratil e relaxante de corpos cavernosos
induzida por estimulo elétrico de campo

Neste conjunto de experimentos foram avaliados apenas
corpos cavernosos removidos de animais expostos a dieta
hipersddica durante 24 semanas e seus respectivos controles. O
relaxamento provocado pela estimulacdo elétrica de tecidos pré-
incubados com GNT (30 yM) e pré-contraidos com PE (10 uM)
ndo diferiu entre os grupos (Figura 16). Além disso, este
relaxamento foi abolido totalmente quando o L-NAME foi

adicionado previamente as cubas (dados ndo mostrados).
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Figura 16. Relaxamento induzido pelo estimulo elétrico de campo
(EEC) em tiras de corpos cavernosos obtidos de animais expostos e
dieta normosaddica e hipersédica durante 24 semanas. As preparagdes
foram incubadas com GNT (30 pM) e pré-contraidas com PE (10 uM) antes
do inicio do EEC (para detalhes ver item 3.4.3.2). Resultados expressos
como média + erro padrdo da média, * indica valor p<0,05 (ANOVA de
duas vias seguida de Bonferroni).

Por outro lado, observamos que quando estabilizadas em
PSS sem adicdo de drogas (Figura 17A) e quando foram
previamente incubadas com atropina (ATR, 1 yM) mais L-NAME
(100 pM) por 30 minutos (Figura 17B), as tiras oriundas dos
animais no grupo NaCl 4% apresentaram aumentada reatividade a
estimulacédo elétrica. A contracdo induzida pela EEC foi totalmente

abolida pela incubacdo de GNT (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Contracdo induzida pelo estimulo elétrico de campo (EEC)
em tiras de corpos cavernosos obtidas de animais expostos e dieta
normosédica e hipersddica durante 24 semanas. A e B mostram,
respectivamente, as respostas contrateis ao EEC (para detalhes ver item
3.4.3.1) na auséncia ou presencga de atropina (ATR 1 pM) e L-NAME (100
puM), conforme indicado em cada painel. Resultados expressos como média
* erro padrdo da média (A: n=8; B: n=5), * indica p<0,05, segundo analise
utilizando ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni.

4.4.1 Influéncia do composto Y-27632 na resposta contratil
induzida a estimulacdo elétrica de campo

Além de avaliar o efeito do composto Y-27632 sobre a
contracdo induzida pela PE, observamos o efeito da incubacéo
de 1 ou 3 uyM de Y-27632 sobre a contragdo induzida pela
estimulacédo elétrica. A figura 18A demonstra que a adicdo do
composto Y-27632 causou inibicdo significativa da contracéo
induzida pela EEC em CC de animais controle. Porém, somente
a concentracdo de 3 pM foi capaz de reduzir de modo
significativo a contracdo causada pela EEC em tecidos de
animais tratados (Figura 18B).
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Figura 18. Efeito inibitério do composto Y-27632 sobre a contragao
induzida pelo EEC em tiras de corpo cavernoso obtidas de animais
expostos e dieta normosaédica e hipersddica durante 24 semanas. Em A
e B, CFR para as respostas contrateis do EEC (para detalhes ver item
3.4.3.3) na auséncia (circulos fechados) ou presenca do composto Y-27632
1 uM (quadrados cinzas) ou 3 yM (tridangulos cinzas). Resultados expressos
como média + erro padrdo da média (n=4), * indica p<0,05, quando
comparado a resposta obtida na auséncia do composto Y-27632 (ANOVA de
duas vias seguida de Bonferroni).

4.5 Influéncia da dieta hipersddica sobre a liberacdo do
calcio de estoques intracelulares e entrada de calcio
extracelular em corpos cavernosos.

4.5.1 Influéncia da auséncia de célcio sobre a contracdo induzida
pela estimulacéo elétrica de campo

Para determinar se o consumo excessivo de sal provocou
alteracdes na liberacdo de calcio de estoques intracelulares, os
tecidos foram mantidos em PSS nominalmente sem CaCl, e em
seguida expostos a estimulacdo elétrica de campo para
avaliacdo de respostas contrateis. A andlise dos dados revelou
gue a auséncia de calcio no liquido nutritivo reduziu de maneira
significativa a contracéo induzida pela EEC em ambos os tecidos
(controle e NaCl 4%) (Figura 19). Entretanto, a inibicdo da
contracdo nos tecidos do grupo NaCl 4% ocorreu de maneira
muito mais acentuada (Figura 19B).



80

047 - Controle (n=7) 0.4 = NaCl 4% (n=8)

- (-) CaCl, (n=7) - (-) CaCl, (n=4)
0.34

0.2

Contracao (g)

0.1

Figura 19. Influéncia da auséncia de céalcio sobre a contracéo induzida
pelo EEC em tiras de corpo cavernoso obtidas de animais expostos e
dieta normosddica e hipersddica durante 24 semanas. Em A e B, CFR
para as respostas contrateis do EEC (para detalhes ver item 3.4.4.3) na
presenca (circulos fechados) ou auséncia (quadrados cinzas) de célcio no
liquido nutritivo. Resultados expressos como média * erro padrao da média,
* indica p<0,05, quando comparado a resposta obtida no mesmo grupo na
presenca de célcio (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).

4.5.2 Influéncia da inibicio da SERCA sobre a contracao
induzida pelo estimulo elétrico de campo

A utilizacdo de tapsigargina (1 puM), um inibidor de
SERCA, incubada durante 15 minutos nos banhos contendo
liguido nominalmente sem calcio foi capaz de inibir de modo
significativo a contracdo induzida pelo EEC em corpos
cavernosos de animais do grupo controle (Figura 20A).
Entretanto, esta mesma concentracdo de tapsigargina nao foi
capaz de causar qualquer inibicdo na contratilidade em tecidos
removidos de animais tratados com dieta hipersédica (Figura
20B).
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Figura 20. Influéncia da inibicdo da SERCA na resposta contratil
induzida pelo EEC em tiras de corpo cavernoso obtidas de animais
expostos a dieta normosddica e hipersddica durante 24 semanas. Em A
e B, resposta contratil induzida pelo EEC em tiras de corpo cavernoso
mantidas em liquido nutritivo sem calcio, na auséncia (quadrados cinzas) ou
presenga (triangulos cinzas) de tapsigargina (1 puM). Os circulos fechados
mostram respostas ao EEC quando as prepara¢Bes foram mantidas em
liquido nutritivo regular (PSS com célcio) (para detalhes ver item 3.4.5).
Resultados expressos como média * erro padrdo da média, * indica valor de
p<0,05, quando comparado a resposta obtida no mesmo grupo na presenca
de célcio (circulo fechado), # indica valor de p< 0,05 quando comparado as
respostas obtidas em PSS sem calcio (quadrados cinzas) (ANOVA de duas
vias seguida de Bonferroni).

4.5.3 Avaliacéo da reatividade ao CaCl,

Por fim, para avaliar possiveis alteracdes na entrada
de calcio extracelular em corpos cavernosos de animais tratados
com dieta hipersddica, os tecidos foram mantidos em liquido
nutritvo sem célcio durante 15 minutos, e em seguida,
estimulados com PE (10 pM). Assim que as preparagbes
voltaram para o tbnus basal foi obtida uma curva concentracéo
resposta para CaCl,. A figura 21 mostra que tiras obtidas de
animais tratados com NaCl 4% tiveram reatividade aumentada ao
CaCl, quando comparadas ao seu controle.
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Figura 21. Aumento da reatividade ao CaCl, no corpo cavernoso de
animais expostos a dieta hipersddica durante 24 semanas. Resposta
contrétil induzida pelo CaCj; em tiras de animais controle (circulos fechados)
e tratados com dieta hipersddica (quadrados cinzas) mantidas em liquido
nutritivo sem célcio por 15 minutos e expostas a PE (10 pM) antes da adi¢édo
de concentrag@es crescentes de CaCl,. Resultados expressos como média +
erro padrao da média (n=5), * indica valor de p<0,05, quando comparado ao
seu respectivo controle (circulo fechado) (ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni).

4.6 Avaliacdo das alteragdes causadas pelo consumo de sal
sobre a funcéao erétil de ratos acordados

Para determinar se o consumo excessivo de sal poderia
prejudicar a funcdo erétil, experimentos utilizando apomorfina
como indutor de erecdo foram conduzidos em animais do grupo
exposto a dieta hipersédica durante 24 semanas e em animais
do grupo controle (dieta normosédica). A apomorfina na dose de
80 ng/kg (s.c) causou erecbes em animais de ambos 0s grupos.
Entretanto, quando comparados ao controle, os animais que
consumiram sal em excesso tiveram diminui¢cdo significativa no
numero de eregBes apresentadas (Figura 22A). Enquanto que
apenas um animal do grupo controle teve resposta erétil, 50%
dos animais do grupo tratado ndo apresentaram nenhuma erecao
(Figura 22B).
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Figura 22. Redu¢cdo do numero de ere¢bes induzidas por apomorfina
em animais expostos a dieta hipersddica. Em A e B, nimero de erecdes
obtidas por animais controle (barra preta) e tratados com dieta hipersddica
por 24 semanas (barra cinza), mensurados durante 40 min apds a
administracdo s.c. de apomorfina 80 pg/kg. Resultados expressos como
média + erro padrdo da média, * indica valor de p<0,05, quando comparado
ao seu controle (barra preta) avaliado pelo teste t de Student para
amostras ndo pareadas.

Além do numero de erec¢bes, foi medido o nimero de
lambeduras realizadas por cada animal. Animais nos quais a
apomorfina induziu ao menos uma erecdo, foram medidos o
tempo de laténcia para a primeira erecdo (min) e a duracdo de
cada erecdo (s). Nestes parametros, nenhuma alteracédo
significativa foi encontrada (Figuras 23A, B e C).
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Figura 23. Avaliacdo de parametros relacionados a erecdo induzida
por apomorfina. Em A, laténcia em min para a primeira erecdo e em B, a
duracdo em s das eregcbes. Ambos os pardmetros (A e B) medidos em
animais que apresentaram pelo menos uma eregcdo. Em C, numero de
lambeduras realizadas por cada animal, controle (barra preta) ou tratado
(barra cinza). Resultados expressos como média + erro padrdo da média, *
indica p<0,05 quando analisados pelo teste t de Student para amostras néo
pareadas.
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A disfuncdo erétil (DE) € uma desordem que afeta
milhdes de homens ao redor do mundo (AYATA et al. 1999).
Embora ndo seja uma condicdo que imponha risco a vida,
pacientes que sofrem deste distlirbio veem prejudicados seu
relacionamento interpessoal e sua autoestima, acarretando
comprometimento do seu bem estar e da sua qualidade de vida
(KRANE et al, 1989). Neste estudo avaliamos os efeitos do
consumo elevado de cloreto de sddio — ofertado na concentracéo
final de 4% na ragdo — sobre a reatividade do corpo cavernoso
(in vitro) e sobre a funcéo erétil (in vivo) de ratos Wistar jovens e
adultos. O tratamento com a dieta hipersddica (ou dieta high salt)
foi iniciado em animais com 60 dias de vida (fase adulta jovem) e
mantido por até 24 semanas (fase adulta).

A validacdo de nosso modelo experimental contou com a
avaliacdo da pressao arterial (PA) dos animais. Mesmo que o
consumo elevado de sal esteja diretamente relacionado a
hipertensdo (DENTON et al. 1995; ELLIOTT et al. 2007), apos 24
semanas de tratamento com a dieta hipersédica ndo foram
encontradas quaisquer alteracbes na PAS medida em ratos
conscientes. Esses resultados ndo configuram um evento
isolado, tampouco inesperado; muitos outros estudos néao
encontraram aumento da PA em animais expostos a dieta
hipersédica (por exemplo: YATABE et al. 2012; WALKER et al.
2012). Entretanto, vale ressaltar que a hipertenséo é alcancada
com facilidade quando o sédio € associado com
mineralocorticoides (ex.: acetato de deoxicorticosterona; modelo
DOCA-sal; DEMEL et al. 2010; O'DONAUGHY & BROOKS,
2006), ou oferecida a animais geneticamente selecionados
(modelo com animais Dahl salt-sensitive, ou animais Dahl
sensiveis ao sal) (BOUHNIK et al,1992).

Evidéncias indicam que o sal pode levar a dano tecidual
promovendo hipertrofia de o6rgdos (ANTONIOS & MAC
GREGOR, 1996). Neste sentido, a hipertrofia do ventriculo
esquerdo, que configura um importante fator de risco para
doenca cardiovascular prematura (ANTONIOS & MAC GREGOR,
1996), esta bem estabelecida. Esta alteragdo pode ocorrer como
consequéncia da hipertensao gerada por uma dieta rica em sédio
(FROHLICH et al, 1992). Porém, pesquisas anteriores mostraram
gue a hipertrofia ventricular esquerda pode decorrer da ingestéo
de dieta hipersddica sem significativa alteracdo na PA (YUAN &
LEENEN, 1991; FROHLICH et al. 1993). Em ratos
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espontaneamente hipertensos (SHR, do inglés spontaneously
hypertensive rats) foi demonstrado que o antagonismo dos
receptores de angiotensina (subtipo AT1) pode atenuar ou
prevenir este efeito (VARAGIC et al. 2008). Em nossos
experimentos a massa ventricular ndo se apresentou alterada em
ratos tratados com a dieta hipersddica por até 24 semanas.
Entretanto, jA nas fases de padroniza¢cdo do modelo no nosso
laboratério verificamos que, dos tecidos avaliados, o rim e o
testiculo direitos avaliados neste estudo apresentaram alteracdes
no peso Umido em decorréncia da ingestao de sal, sendo o peso
testicular desses animais menor do que o observado no grupo
controle.

Medidas de peso testicular sdo muito utilizadas para
avaliar o grau de desenvolvimento do testiculo (CURTIS &
AMANN, 1981) e servem como indicador de patologias
reprodutivas (DELVENTO et al. 1992). Ha poucos dados
disponiveis a respeito do consumo de sal e a reproducdo em
roedores. Porém, ja foi observado que uma dieta rica em cloreto
de sddio reduz a massa testicular e a espermatogénese em
camundongos “golden spiny” (Acomys russatus) (WUBE et al.
2009).

Em nossos experimentos, além de apresentarem massa
testicular alterada, os animais do grupo NaCl 4% também tiveram
aumento do peso renal. Corroborando nosso estudo, uma
pesquisa utilizando racdo hipersddica 8% oferecida a ratos
Wistar-Kyoto por oito semanas resultou em hipertrofia renal (YU
et al. 1998). O mesmo foi verificado em ratos Wistar tratados com
dieta high salt pelo mesmo periodo de tempo, sendo que a
hipertrofia observada nestes animais foi acompanhada de fibrose
generalizada, um processo que pode levar a insuficiéncia renal
(WALKER et al. 2012). Além da hipertrofia do rim, nossos dados
mostraram aumento do volume de urina produzida por animais
tratados. Sabe-se que a exposicdo a dieta high salt provoca
aumento do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo
glomerular (ANTONIOS & MAC GREGOR, 1996); aliado a isso,
observamos maior ingestdo de agua em animais do grupo
tratado, fato ja documentado em estudos anteriores (MATAVELLI
et al. 2007).

Para discorrer a respeito dos dados obtidos in vitro, é
importante salientar o dado de maior relevancia deste trabalho.
Foi observado que parte dos animais tratados com dieta
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hipersodica durante 24 semanas nado apresentaram erecoes.
Mesmo que o0s outros parametros analisados (lambeduras,
tempo de laténcia e tempo de duracdo das erecdes) ndo tenham
sido modificados, tal fato sugere prejuizo na funcédo erétil de
aproximadamente 50% dos animais estudados, causado pela
exposicdo direta ao sal, sem envolvimento de uma alteracédo
prévia na pressdo arterial. Dados anteriores ja demonstraram
experimentalmente a correlagdo entre hipertensdo e DE
(CHITALEY et al. 2001b) e estudos clinicos apontaram que 30%
dos pacientes hipertensos tem DE, sendo a severidade de uma
desordem diretamente proporcional a outra (BURCHARDT et al,
2000). Por isso, até 0 momento a patologia da hipertenséo era o
principal fator que estabelecia alguma relagdo entre 0 consumo
excessivo de sal e a DE. Em adicéo, Carneiro e colaboradores
observaram que corpos cavernosos de camundongos DOCA-sal
normotensos apresentaram reatividade aumentada a estimulagéo
simpatica e a-1 adrenérgica, evidenciando que estas alteragdes,
as quais podem levar a disfuncédo erétil, ndo séo decorrentes, ao
menos nao exclusivamente, do quadro de pressao alta ou
hipertensdo (CARNEIRO et al. 2008).

Além das modificacdes causadas pelo consumo de sal na
funcdo erétil observada in vivo, experimentos utilizando corpo
cavernoso in vitro também revelaram altera¢cBes importantes.
Faz-se necessario salientar que a apomorfina, droga utilizada
para induzir erecbes nos ratos do presente estudo, atua em
receptores dopaminérgicos no SNC e a resposta erétil parece
ocorrer principalmente pela ativacdo de receptores D2 no PVN
(CHEN et al. 1999), por isso, ndo é possivel afirmar que a
disfuncdo erétil observada em animais tratados com dieta
hipersédica foi decorrente apenas das alteragbes observadas em
COrpos cavernosos in vitro.

Embora a ingestdo de sal esteja relacionada a resposta
aumentada a vasoconstritores (SALOMONE et al. 1996), em
nosso primeiro conjunto de experimentos in vitro ndo foram
encontradas alteracBes expressivas na reatividade do tecido
cavernoso a estimulacéo alfa-adrenérgica por meio do agonista
fenilefrina. Corroborando nossos dados, artérias aorta e
mesentérica de ratos expostos a dieta hipersddica também nao
apresentaram resposta aumentada a fenilefrina (CRESTANI et al.
2012). Ao contrario, o presente estudo demonstrou corpos
cavernosos do grupo tratado por 12 semanas apresentam uma
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reducdo da resposta contratil a esta droga, mas esta alteracéo
estava ausente em tecidos obtidos ap6s 24 semanas de
tratamento com dieta hipersaddica.

Estando a DE associada a alteracbes na via
RhoA/ROCK, a qual desempenha um papel sinérgico na
contracdo do corpo cavernoso (NUNES et al. 2010), nossa
hipotese de estudo considerava que a dieta hipersédica poderia
modificar a funcionalidade desta via, mesmo sem o
estabelecimento da hipertensédo. Entretanto, o relaxamento de
corpos cavernosos induzido pelo composto Y-27632 (inibidor da
ROCK) néo foi alterado no grupo NaCl 4% e, da mesma forma, a
incubacdo desta droga inibiu de modo semelhante a contracdo
induzida pela fenilefrina em ambos os grupos (controle e NaCl
4%). Corroborando nossos dados, um estudo recente mostrou
gue anéis de artéria aorta e mesentéricas isoladas de ratos
expostos a dieta high salt ndo apresentaram alteracbes na
resposta relaxante ao composto Y (CRESTANI et al. 2012). Uma
vez que mudancas no Ca*" intracelular tem papel crucial para a
funcdo do muasculo liso (HILL-EUBANKS et al. 2011),
investigamos se a contracdo induzida pela fenilefrina em corpos
cavernosos de animais expostos a dieta hipersddica mantidos
em PSS sem célcio estaria alterada. Como dado final deste
primeiro conjunto de experimentos observamos que a contragao
induzida pela fenilefrina em meio livre de calcio foi similar entre
0S grupos, um resultado que parecia indicar que a armazenagem
ou mobiliza¢&o de célcio intracelular ndo foi alterada em corpos
cavernosos de animais expostos a dieta hipersédica.

Mesmo que o primeiro conjunto de dados ndo sugerisse
quaisquer alteracdes na reatividade dos corpos cavernosos de
animais tratados com dieta hipersédica a PE, prosseguimos 0s
estudos utilizando uma metodologia que melhor se adéqua a
fisiologia do tecido analisado. Considerando a rica inervagéo
presente no corpo cavernoso (JUNIOR et al. 2010), foram
conduzidos ensaios utilizando estimulagdo elétrica de campo.
Resumidamente, o0 mecanismo periférico da erecdo peniana é
coordenado por uma interacao complexa entre
neurotransmissores simpaticos, os quais promovem a flacidez
por meio da liberagcdo de noradrenalina, e parassimpaticos
(NANC), que levam ao relaxamento por meio da liberagdo do
oxido nitrico (MAGGI et al. 2000). Se por um lado nossos dados
demonstram que ndo ha comprometimento do relaxamento
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mediado por ativagcdo de terminacdes nervosas NANC, por outro,
observamos que a estimulagéo elétrica promoveu efeito contratil
marcadamente aumentado em tiras de corpos cavernosos
oriundos do grupo NaCl 4%.

Observacbes anteriores tém demonstrado que a
exposicdo a dieta hipersddica pode sensibilizar ambas as
respostas simpatoexcitatérias e simpatoinibitérias a varios
estimulos fisiolégicos locais em diferentes tecidos. Segundo
Stocker e colaboradores, esta aparente discrepancia resulta dos
diferentes alvos e reguladores da inervacdo simpatica, das
diferentes abordagens metodolodgicas utilizadas, bem como da
auséncia de um entendimento melhor sobre como o sal influencia
as dinamicas simpéaticas (STOCKER et al. 2010). Como ambas,
ligacdo do agonista fenilefrina e liberacdo de NA levam a
contragdo celular pela ativagdo de canais operados por IP3 na
membrana do reticulo sarcoplasmatico, é intrigante observar
aumento da resposta contratil & EEC, mas n&o a este agonista.
Um aumento na quantidade de noradrenalina disponivel nas
fiboras de corpos cavernosos de ratos expostos a dieta
hipersédica pode ser uma possivel explicacdo para este
fendbmeno, porém maiores evidéncias de como o sal afeta este
sistema ainda ndo foram demonstradas.

Considerando esta hiper-resposividade pronunciada em
corpos cavernosos do grupo high salt e o fato de que a ligacéo
de agonistas, neste caso a noradrenalina, em receptores
acoplados a proteinas G induzem contragédo através do aumento
do calcio citosélico e também pela atividade da ROCK (SATOH
et al. 2011), investigamos o papel desta enzima, bem como da
sua via de ativagdo através da estimulagdo elétrica de tiras na
presenca do inibidor de ROCK, composto Y-27632. Em nossos
experimentos, a menor concentracdo de Y-27632 testada reduziu
a contragdo induzida por EEC em corpos cavernosos de ratos
controle, mas nao alterou a contracdo em tecidos de animais
expostos a dieta hipersodica. E possivel especular que a
auséncia de efeito inibitorio sobre a contratilidade em
concentra¢bes menores de Y-27632 desses tecidos decorra de
uma maior atividade da via RhoA/ROCK, uma vez que
concentracdes maiores deste inibidor reduziram a contracdo
induzida pela estimulagdo elétrica de forma semelhante em
preparacBes do grupo controle e grupo NaCl 4%. Entretanto, é
importante salientar que este mesmo dado pode sugerir que a
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importancia da via RhoA/ROCK na regulacdo da contratilidade,
tenha sido reduzida em corpo cavernoso de animais expostos a
dieta hipersddica.

Somando-se a hiper-resposividade encontrada em
tecidos de animais tratados com dieta hipersédica ao fato da via
RhoA/ROCK manter a contracdo celular por meio da
sensibilizacdo ao calcio, mediada pela fosforilacdo da MLC
(SOMLYO & SOMLYO, 2003), tornou-se importante verificar se
possiveis alteragdes no calcio intracelular, bem como em
componentes da sua via, poderiam estar envolvidos nas
alteragBes funcionais do corpo cavernoso encontradas neste
estudo.

A concentracdo de célcio no citosol € a principal
reguladora da contracdo em musculos lisos (GHISDAL et al.
2003). Estd bem documentada a ocorréncia de uma regulacéo
anormal de calcio intracelular, em musculo liso vascular, tanto na
hipertensdo humana quanto na experimental (AVIV, 1996;
HERMSMEYER & ERNE, 1990). Um estudo de David e
colaboradores (2002) mostrou aumento tanto de influxo quanto
de liberagdo de calcio de estoques intracelulares em aortas de
ratos submetidos ao modelo DOCA-sal. Uma vez que a
contragdo induzida pela EEC em PSS sem CacCl, foi semelhante
em ambos 0s grupos, nossos dados indicam que o célcio
intracelular manteve-se inalterado, sendo o mesmo observado
quando a contracdo foi induzida pela fenilefrina. Em
contrapartida, contracdes induzidas por cloreto de célcio (CacCly)
em PSS sem calcio apresentaram-se aumentadas no grupo NacCl
4%.

Embora algumas outras organelas possam captar e
liberar Ca?*, o reticulo sarcoplasmatico é o principal estoque
intracelular de célcio no musculo liso (HILL-EUBANKS et al.
2012), sendo esta funcdo mantida pela bomba de calcio do SR, a
SERCA. Em nossos experimentos bloqueamos a captagdo de
célcio para o SR por meio da inibicdo da SERCA com
tapsigargina. Curiosamente, apesar de nao termos encontrado
evidéncias de alteragbes na mobilizacdo de célcio intracelular
nos ensaio descritos anteriormente, a utilizacdo da tapsigargina
inibiu a contracdo induzida pela EEC em tecidos do grupo
controle, porém ndo alterou essa contracdo em Ccorpos
cavernosos de animais do grupo NaCl 4%. Embora néao
tenhamos aprofundado nossa investigacao acerca deste efeito, é
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possivel especular que existem alteragdes na atividade,
funcionalidade ou até mesmo densidade de proteinas SERCA no
corpo cavernoso de animais expostos cronicamente (24
semanas) a dieta hipersddica. Em um estudo feito em artéria
aorta foi demonstrado que a dieta high salt reduziu a expressao
das SERCAs 2 e 3, 0 que resultou em aumento da expresséao de
proteinas fosfolambam, comprometendo a recaptacdo do calcio
para dentro do reticulo sarcoplasmatico (CRESTANI et al. 2012).

Em resumo, o conjunto de evidéncias do presente estudo
demonstra que a exposicdo prolongada a dieta hipersodica
causou alteracdes nos corpos cavernosos de animais tratados,
induzindo maior responsividade a noradrenalina liberada das
terminacdes simpéticas por meio de estimulos elétricos e
modificacbes no influxo de calcio para o meio intracelular. Estes
efeitos foram acompanhados de um aumento na atividade da via
RhoA/Rho-quinase. Essas mudancas, causadas pelo consumo
excessivo de sbédio, ocorreram simultaneamente ao
comprometimento da funcdo erétii dos animais e de forma
independente de alteracbes de pressdo arterial ou
desenvolvimento de hipertensdo nos mesmos. Esses achados
podem contribuir para o entendimento de como o0 excesso de sal
é capaz de afetar o corpo cavernoso, auxiliar no desenvolvimento
de terapias e principalmente motivar a ampliacdo de novas
estratégias que previnam ou adiem a instalacdo da disfuncéo
erétil. Mais estudos sdo necessarios para melhor compreensao
deste fenémeno.



93

Nervo
simpatico

Célula muscular lisado CC

Figura 24: Modelo hipotético das alteracGes causadas pela dieta
hipersddica no corpo cavernoso de ratos. Corpos cavernosos de ratos
expostos a dieta hipersddica podem apresentar: 1) Maior liberacdo de NA
de terminagBes simpaticas; 2) Maior atividade da via RhoA/ROCK. Estes
eventos somados resultariam na hiper-responsividade a EEC 3) Aumento
da atividade da via PLC/IP3 em decorrenma da maior liberagdo de NA; 4)
Diminuicdo da liberagdo de Ca®* do SR através de IP3R e
consequentemente 5) Diminuicdo da formagdo do complexo ca*/cam; 6)
Menor atividade da SERCA. Estas modifica¢cdes poderiam ocorrer como um
mecanismo compensatério, uma vez que a liberagdo NA e a atividade da
via RhoA/ROCK estariam aumentadas. NA: noradrenalina; PLC: fosfolipase
C; IP3: inositol trifosfato; IP3R: receptor de IP3; SERCA: bomba de célcio
do reticulo sarcoplasmatico; MLC: miosina de cadeia leve; MLCP: fosfatase
de cadeia leve de miosina; MLCK: quinase de cadeia leve de miosina; CaM:
calmodulina.
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Em resumo, os principais achados deste trabalho foram:

» O modelo de dieta hipersddica 4% por 24 semanas

causou alteracfes no peso Uumido do rim e do testiculo
direitos, e aumentou o volume de urina produzida pelos
animais. A pressao arterial sistolica de ratos tratados, por
sua vez, ndo foi modificada;

A reatividade do corpo cavernoso dos animais do grupo
NaCl 4% frente ao KCl e a fenilefrina ndo foram
modificadas. Da mesma forma, o relaxamento induzido
pelo composto Y-27632 e a utilizacdo desta droga antes

da exposicdo das tiras a PE promoveu respostas
semelhantes entre os grupos estudados;

O relaxamento neurogénico mediado pela EEC néo foi
alterado pelo consumo elevado de sddio, entretanto, a
contracdo induzida por esse estimulo foi aumentada em
tiras de animais tratados;

A incubacdo de composto Y-27632, na menor
concentragéo utilizada, ndo foi capaz de inibir a contra¢éo
induzida pelo EEC em tiras de animais do grupo tratado
com dieta hipersddica, mas foi eficaz em tecidos de ratos
do grupo controle;

Corpos cavernosos de ambos os grupos (controle e
tratado) apresentaram respostas semelhantes quando
expostos a PE em PSS sem calcio;

Entretanto, quando o calcio extracelular foi removido e as
tiras submetidas a EEC, a reatividade frente a este
estimulo foi reduzida de modo mais acentuado em corpos
cavernosos obtidos de animais grupo NaCl 4%, do que
observado em tecidos de ratos controle;

A incubacdo de tapsigargina, em PSS livre de célcio,
reduziu a contragdo induzida pelo EEC em tiras de
animais controle, mas nao inibiu este efeito contrétil em
tecidos de animais tratados;
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» Tecidos de animais tratados com dieta hipersodica sdo
mais reativos ao CaCl, que aqueles obtidos de animais
controle;

» A ingestdo de s6dio em excesso diminuiu 0 niumero de
erecdes induzidas por apomorfina em animais tratados.
Os outros parametros referentes a ere¢cdo nao foram
modificados.

Nossos resultados demonstram que o consumo de sal
em demasia, por um longo periodo de tempo, pode causar
mudancas na funcionalidade de algumas vias no corpo
cavernoso. A via RhoA/Rho-quinase, a mobilizacdo de calcio e
talvez a liberagé@o de noradrenalina estéo alterados neste tecido.
Estas alteracdes podem ser responsaveis, pelo menos em parte,
pelo detrimento da fungdo erétil dos ratos que consumiram a
dieta high salt 4%.
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