
 Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelação do Tecido Cavernoso  

 

ii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelação do Tecido Cavernoso  

 

iii 
 

  

 

Escola Superior de Tecnologia da Saúde do Porto  

Instituto Politécnico do Porto 

 

Carla Daniela da Silva Pereira 

 

 

“Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento 

e Remodelação do Tecido Cavernoso” 

 

 
 
 
 
 
 

Dissertação submetida à Escola Superior de Tecnologia da Saúde do Porto para 

cumprimento dos requisitos necessários à obtenção do grau de Mestre em Tecnologia 

Bioquímica em Saúde, realizada sob a orientação científica do Professor Doutor Paulo Correia 

de Sá, Professor Catedrático do ICBAS/UP, e investigador responsável pelo grupo de 

investigação “Farmacologia e Neurobiologia” e coorientação da Professora Doutora Adelina 

Costa e do Professor Doutor Miguel Faria. A coorientação institucional foi desempenhada 

pela Professora Doutora Cristina Prudêncio, professora coordenadora do mestrado em 

Tecnologia Bioquímica em Saúde ESTSP/IPP. 

 

 
Mestrado em Tecnologia Bioquímica em Saúde 

 
Setembro de 2013 



 Papel dos Recetores Purinérgicos no Crescimento e Remodelação do Tecido Cavernoso  

 

iv 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“There are only two days in the year that nothing can be done. One is called yesterday 

and the other is called tomorrow” 

                                                        Dalai Lama 
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Resumo:  

A adenosina é um nucleósido ubíquo envolvido na regulação de controlo do tónus 

vascular do tecido cavernoso, desempenhando um papel importante na fisiopatologia da 

Disfunção Erétil (DE) resistente aos fármacos relaxantes musculares clássicos. Apesar da 

importância comprovada dos recetores da adenosina na fisiopatologia da DE no homem, 

pouca informação é conhecida no que diz respeito à expressão e localização dos recetores 

purinérgicos no Tecido Cavernoso de Ratazana (TCR).  

Neste trabalho avaliou-se o fenótipo dos recetores purinérgicos responsáveis pela 

regulação do tónus do tecido erétil de ratazana por imunofluorescência indireta aplicada à 

microscopia confocal em co-culturas de células endoteliais e musculares lisas do TCR. 

Para além da caracterização imunofenotípica, desenvolveu-se uma técnica que permite 

diferenciar funcionalmente em tempo real (por microscopia confocal funcional) células 

musculares lisas e células endoteliais isoladas de TCR em co-cultura marcadas com a 

sonda fluorescente Fluo-4NW. Esta técnica permite distinguir cada um dos subtipos 

celulares mediante o padrão e a magnitude das oscilações dos níveis intracelulares de Ca2+ 

([Ca2+]i) em resposta ao ATP (agonista P2) e à fenilefrina (PE, agonista α-adrenérgico). 

Nas células musculares lisas, observou-se uma resposta mais acentuada ao agonista α-

adrenérgico, PE, e uma resposta menos significativa ao ATP. O contrário foi observado 

relativamente às células endoteliais. 

A incubação das células musculares lisas e endoteliais com ATP (300 µM) causou 

um aumento dos níveis de [Ca2+]i. O efeito do ATP (300 µM) parece envolver a ativação 

de recetores dos subtipos P2X1 e P2X3 sensíveis ao bloqueio com NF023 (3µM) e 

A317491 (100 nM), respetivamente. Já o aumento dos níveis [Ca2+]i produzido pelo ADP 

(300 µM) parece envolver a ativação de recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 mediante o 

antagonismo produzido pelos antagonistas MRS 2179 (0,3µM), AR-C66096 (0,1 µM) e 

MRS 2211 (10µM), respetivamente. Os dois tipos celulares expressam imunorreatividade 

contra recetores A2A, A2B, P2X1, P2X3, P2Y1, P2Y12 e P2Y13. 

 

Palavras-chave: Disfunção eréctil vasculogénica; tecido cavernoso; culturas celulares; 

células endoteliais; células musculares lisas; recetores da adenosina; recetores 

purinérgicos. 
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Abstract: 

Adenosine is a ubiquitous nucleoside involved in the regulation of the vascular 

tone, namely in the corpus cavernosum. This renders the nucleoside an important role in 

the pathophysiology of drug-resistant vasculogenic erectile dysfunction in men. Although 

it has been pharmacologically proven that adenosine receptors exist in the human corpus 

cavernosum, there is a lack of information regarding the differential expression and 

localization of these receptors in the corpus cavernosum of the rat, which has been taken as 

a model for investigating erectile dysfunction. 

This study was designed to evaluate the phenotype of purinoceptors involved in the 

contractility of the rat corpus cavernosum by immunofluorescence confocal microscopy. 

Studies were performed in co-cultures of both endothelial and smooth muscle cells isolated 

from the rat corpus cavernosum. Besides the immunophenotypic characterization, we 

aimed at developing a methodology to allow the functional differentiation of endothelial 

and smooth muscle cells of the rat corpus cavernosum in culture using time-lapse confocal 

microscopy. To this end, cells were loaded with the cell-permeable fluorescent Ca2+ 

indicator, Fluo-4NW; intracellular Ca2+ oscillations were different in endothelial cells and 

smooth muscle fibers according to specific activators: ATP (a P2 agonist) and 

phenylephrine (PE, an α-adrenergic agonist). It was found that smooth muscle cells 

exhibited a more pronounced response to the α-adrenergic agonist PE, but barely reacted to 

the application of ATP. The opposite was observed regarding endothelial cells. 

The incubation of endothelial and smooth muscle cells with ATP (300 µM) caused 

a significant rise in [Ca2+]i. ATP effects may involve P2X1 e P2X3 receptors activation, 

because the responses were largely attenuated upon application of selective antagonists, 

namely NF 023 (3 µM) and A 317291 (100nM), respectively. Incubation of endothelial 

and smooth muscle cells with ADP (300 µM) also caused a rise of [Ca2+]i, which was 

attenuated  upon blocking P2Y1, P2Y12 and P2Y13 receptors, respectively with MRS 2179 

(0,3 µM), AR-C 66096 (0,1 µM) and MRS 2211 (10 µM). Co-cultured endothelial and 

smooth muscle cells exhibited immunoreactivity against A2A, A2B, P2X1, P2X3, P2Y1, 

P2Y12, and P2Y13.  

Key-Words: Vasculogenic erectile dysfunction; cavernous tissue; cell cultures; endothelial 

cells; smooth muscle cells; adenosine receptors; purinoceptors. 
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A Disfunção Eréctil (DE) é a incapacidade constante ou recorrente de obter ou 

manter uma ereção peniana por tempo suficiente que permita a atividade sexual (Tanagho 

& McGraw-Hill 2004; Lin et al., 2012). Esta condição resulta de um processo complexo e 

tipicamente multifatorial que requer uma abordagem integral (Martinez-Jabaloyas, 2012) 

podendo envolver fatores endócrinos, orgânicos, ou psicogénicos (Lippi et al., 2012). A 

causa mais frequente de DE no homem caracteriza-se por variações na regulação do fluxo 

sanguíneo no tecido peniano (Dean & Lue, 2005). 

A ereção peniana é uma resposta fisiológica a um conjunto complexo de 

acontecimentos neuroendócrinos e vasculares, este processo tem início no sistema nervoso 

central que transmite sinais para os órgãos genitais, através de interação de 

neurotransmissores, e mensageiros químicos (Andersson, 2001). Este mecanismo promove 

o relaxamento das células do músculo liso dos corpos cavernosos (CC) e a vasodilatação 

das suas arteríolas. O aumento do fluxo sanguíneo arterial para os espaços trabeculares 

através das artérias cavernosas, juntamente com o aumento da resistência venosa, e a 

diminuição do efluxo de sangue dos CC, promovem o relaxamento dos espaços 

sinusoidais, permitindo uma acumulação de sangue no interior dos CC, e consequente 

rigidez do órgão (Andersson, 2001; Argiolas et al., 2005; Guagnini et al., 2010). Apesar 

dos mecanismos que regulam o influxo arterial e o efluxo venoso serem bem conhecidos, é 

necessário um maior destaque do músculo liso dos CC neste mecanismo. 

O Tecido Cavernoso (TC) é composto por redes de espaços lacunares revestidos 

por endotélio vascular e separados por trabéculas contendo uma rede heterogénea de fibras 

musculares lisas, colagénio e elastina, cuja complexidade pode afetar a difusão e a 

acessibilidade dos mediadores endógenos e dos fármacos a testar (Andersson, 2001, 

Gratzke et al., 2010). Este obstáculo pode ser evitado recorrendo a culturas celulares. O 

isolamento de células através de culturas celulares permite estudar o efeito dos vários 

fatores intervenientes no crescimento e diferenciação das células (Hartung et al., 2002), 

tornando mais simples a identificação dos recetores e segundos mensageiros envolvidos 

nas respostas aos diversos agentes vasomotores. 

A transmissão purinérgica tem um papel preponderante na iniciação e manutenção 

da ereção peniana (Tong et al., 1992). As purinas, o ATP e a adenosina, libertadas por 

elementos sanguíneos, células endoteliais e músculo liso vascular, são potentes reguladores 

da hemodinâmica vascular (Tong et al., 1992; Brunett, 1995; Andersson, 2001). O ATP 
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atua através de recetores P2X em células do músculo liso vascular para promover 

vasoconstrição. Alternativamente, os nucleótidos de adenina podem causar vasodilatação, 

diretamente, através da ativação de recetores P2Y localizados no endotélio e nas fibras 

musculares lisas, ou indiretamente, através da adenosina gerada pela via das ecto-

nucleotidases (Mantelli et al., 1995; Faria et al., 2006).  

Apesar das purinas terem sido implicadas na fisiologia da ereção no homem 

(Mantelli et al., 1995), a contribuição relativa do ATP e da adenosina está longe de ser 

conhecida. Assim sendo, pareceu-nos interessante caracterizar o(s) tipo(s) de recetores 

purinérgicos, P1 e P2, envolvidos na regulação do tónus muscular do TC utilizando 

agonistas e antagonistas seletivos. Os resultados obtidos nos estudos bioquímicos e 

funcionais carecem de validação morfológica por estudos de co-localização com recurso à 

microscopia confocal, no sentido de avaliar a expressão e a distribuição regional dos 

principais recetores purinérgicos, P1 e P2.  
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Objetivos: 

i) Objetivos gerais deste trabalho: 

O conhecimento das vias de relaxamento no TC é fundamental para se delinearem 

estratégias farmacológicas de compensação em situações de falência dos mecanismos 

endógenos do controlo do tónus do TC. O presente estudo teve como objetivo a realização 

de culturas de células endoteliais e de músculo liso vascular isoladas de TCR para avaliar a 

expressão diferencial dos recetores purinérgicos neste tecido. 

Durante esta investigação caracterizaram-se os mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos na ação das purinas na regulação do tónus do TCR, por forma a determinar se a 

ratazana seria um bom modelo animal para o estudo da fisiopatologia da DE no homem. 

Para tal, foi ensaiada uma técnica de rotina que permitisse cultivar células do TC e que 

possibilitasse a avaliação do funcionamento celular num modelo experimental 

simplificado. 

ii) Objetivos específicos deste trabalho: 

O primeiro objetivo deste trabalho foi o de otimizar uma técnica de rotina que 

permitisse isolar e cultivar células musculares lisas e células endoteliais obtidas de TCR. 

Esta metodologia permitiria avaliar a proliferação e caracterizar fenotipicamente as células 

musculares lisas e células endoteliais de TCR em cultura, através da expressão de 

marcadores específicos. 

Através de técnicas de imunocitoquímica pretendemos avaliar a expressão de 

recetores P1 da adenosina, nomeadamente recetores A2A e A2B, bem como a presença de 

recetores P2 (P2X1, P2X3 e P2Y1, P2Y12 e P2Y13) nas células do TCR em cultura. A 

presença destes recetores foi correlacionada com a presença de marcadores específicos de 

células musculares lisas (α-actina) e de células endoteliais (PECAM-1).  

Neste trabalho realizaram-se ensaios em que se avaliou a dinâmica do [Ca2+]i em 

células vivas marcadas com sonda fluorescente (Fluo4-NW) por microscopia confocal. O 

objetivo foi avaliar a possibilidade de distinguir funcionalmente e em tempo real, células 

endoteliais e musculares lisas vivas em cultura através de respostas específicas na 

sinalização do [Ca2+]i a agonistas e antagonistas seletivos.   
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Capítulo I – Estado da Arte 
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1. Anatomia do Sistema Reprodutor Masculino 

O aparelho reprodutor masculino (Figura I) é constituído pelas gónadas (testículos), 

um sistema de ductos (epidídimos, canais deferentes e uretra), glândulas sexuais (vesículas 

seminais, próstata e glândulas bulbo-uretrais) e estruturas de suporte (escroto e pénis) 

(Seeley et al., 2004). 

 

Figura I: Anatomia do sistema reprodutor masculino em corte transversal (Seeley et al., 2004) 

 

1.1. Anatomia do pénis: 

O pénis (Figura II) é um órgão cilíndrico cujo interior é atravessado pela uretra, 

sendo o interior constituído por três corpos cilíndricos totalmente separados. Duas destas 

estruturas são os corpos cavernosos, simétricos e paralelos, encontram-se na posição dorsal 

do corpo de pénis, constituídos por um tecido vascular, responsável pela resposta erétil. O 

terceiro corpo cilíndrico é o corpo esponjoso, situado numa posição ventral atravessado 

longitudinalmente pela uretra, cuja extremidade se dilata ocupando todo o interior da 

glande (Seeley et al., 2004; Hsu et al., 2004). 
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Os CC possuem numerosos espaços vasculares (sinusóides), revestidos por 

endotélio e separados por trabéculas contendo uma rede heterogénea de fibras musculares 

lisas (Morelli et al., 2005). Longitudinalmente, os CC, são revestidos por fibras de músculo 

liso, responsáveis pela compressão do corpo esponjoso e veias penianas, durante o 

fenómeno de ereção, resultando num ingurgitamento e aumento da pressão da glande e do 

corpo esponjoso. As artérias helicinas regulam a quantidade de fluxo sanguíneo dentro 

destes espaços vasculares revestidos por células endoteliais. As vénulas drenam estes 

espaços lacunares para os plexos venosos subtunicais, os quais trespassam a túnica 

albugínea e desembocam nas veias dorsal e cavernosa (Yiee & Baskin, 2010; Hsieh et al., 

2012). 

Exteriormente, a revestir os CC, encontra-se a túnica albugínea, uma camada de 

tecido fibroso, muito resistente, constituída por elastina e colagénio. Os CC estão 

separados entre si por um septo incompleto, ancorado na porção interna da túnica 

albugínea (Yiee & Baskin, 2010; Hsieh et al., 2012).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II: Anatomia do pénis humano em corte transversal (Seeley et al.,2004) 
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As fibras musculares lisas trabeculares dos CC são longas e fusiformes, sendo 

constituídas por dois tipos de filamentos. As fibras são compostas por várias unidades 

lineares de actina (proteína globular) e por unidades de miosina, constituída por duas 

cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves. As cadeias pesadas são formadas por uma 

cauda longa que polimeriza com outras moléculas de miosina, formando o eixo do 

filamento grosso, e por uma cabeça globular protuberante, formando as chamadas “pontes 

cruzadas”, direcionadas para os filamentos finos (Mas, 2010). Após fosforilação, os 

monómeros de miosina agregam-se e formam filamentos dotados de elevada atividade de 

ATPase, sendo capazes de interagir com a actina (Craig & Woodhead, 2006). Esta 

interação entre moléculas de miosina e actina gera uma força actina-miosina que promove 

o deslizamento dos filamentos finos de actina ao longo dos filamentos espessos de miosina, 

encurtando a fibra muscular, o que leva à contração do músculo liso. A intensidade da 

força actina-miosina e, consequentemente, a extensão da sobreposição dos filamentos dita 

o grau de contração ou relaxamento muscular (Saenz de Tejada et al., 2004; Watras, 2009). 

O fenómeno da ereção ocorre quando os CC se preenchem com sangue proveniente 

das artérias cavernosas, cuja turgescência força a oclusão das veias subtunicais e, 

consequentemente a obstrução da saída de sangue do pénis, provocando, o aumento de 

tamanho e consistência do pénis (Seeley et al., 2004; Kasper et al., 2006; Dimitriadis et al., 

2008). 

2.Fisiologia da ereção peniana 

O tecido eréctil peniano, especificamente o músculo liso do TC e os músculo liso das 

paredes das artérias e arteríolas, desempenham um papel-chave no processo erétil.  No 

estado flácido, o músculo liso permanece contraído, permitindo apenas o afluxo sanguíneo 

necessário a fins nutricionais (Figura III). Isso pode ser mimetizado após a injeção de 

fenilefrina, um agonista adrenérgico, em modelos experimentais de tiras de corpos 

cavernosos (Lau & Adaikan, 2006).A estimulação sexual promove a liberação de 

neurotransmissores dos terminais nervosos levando, assim, ao relaxamento do músculo 

liso. No mecanismo da resposta erétil verifica-se a dilatação das artérias e arteríolas 

provocando um aumento do fluxo sanguíneo, acúmulo do sangue recebido pelos sinusóides 

e conseqente expansão, compressão dos plexos venulares subtunicaias entre a túnica 

albugínea e os sinusóides periféricos, reduzindo o fluxo venoso. Este mecanismo promove 

o  alongamento da túnica abugínea o que provoca a oclusão das veias emissárias 
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localizadas entre as camadas interiores e exteriores longitudinais e diminuindo ainda mais 

o fluxo venoso para um mínimo. É o aumento da pressão intracavernosa, que promove o 

aumento do tamanho do pénis (Wagner & Mulhall, 2001; Dean & Lue, 2005; Guagnini et 

al., 2010). A ereção envolve, assim, o relaxamento sinusóidal, dilatação arterial e 

compressão venosa (Priviero et al., 2007; Gratzke et al., 2010).  

3.Disfunção Erétil  

A disfunção sexual masculina caracteriza-se pela dificuldade de se atingir uma 

relação sexual satisfatória, o que pode envolver alterações de desejo, excitação, uma ereção 

inadequada, ou problemas com a emissão, ejaculação ou orgasmo. A DE é a incapacidade 

constante ou recorrente de obter ou manter uma ereção peniana que permita a atividade 

sexual (Tanagho et al., 2004, Lin et al., 2012). 

Os problemas sexuais são comuns na maioria das populações e apesar de ainda 

bastante negligenciados, são uma questão de interesse crescente. É difícil obter uma 

estimativa precisa da sua prevalência a partir da literatura internacional devido às 

discrepâncias registadas nos diferentes ensaios (Naeinian et al., 2011). Estudos realizados 

em Portugal (Episex-pt, investigação desenvolvida pela Sociedade Portuguesa de 

Andrologia com o apoio da Pfizer) revelam que a DE afeta 13% da população masculina 

portuguesa, dos quais 5% expressa sintomas de DE grave. Neste estudo registou-se uma 

prevalência crescente associada à idade dos indivíduos. A partir dos 40 anos, 18% dos 

homens apresenta algum grau de disfunção erétil, aumentando para 23% a taxa de 

indivíduos afetados aos 50 anos e para 26% nos homens acima dos 60 anos (Dias, 2006). 

Analogamente ao que acontece em Portugal, a DE apresenta uma elevada incidência em 

todo mundo (Coelho et al., 2011). Um estudo americano, Massachusetts Male Aging Study, 

realizado em homens com idades compreendidas entre os 40 e os 70 anos revelou que 52% 

desses indivíduos apresentava algum grau de DE, dos quais, 10% manifestava 

sintomatologia de disfunção erétil grave (Feldman et al., 1994; Meena et al., 2009). Esta 

condição é responsável por um significativo e profundo comprometimento da qualidade de 

vida dos indivíduos, e revela-se uma condicionante de impacto crescente, principalmente 

em pacientes diabéticos, incidindo em cerca de 60% desta população (Romeo et al., 2000; 

Gil, 2010). 

A DE resulta de um processo complexo e tipicamente multifatorial que requer uma 

abordagem integral (Martínez-Jabaloyas et al., 2013) podendo envolver fatores endócrinos, 
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orgânicos, ou psicogénicos (Lippi et al., 2012). Entre as causas orgânicas de destacam-se 

as neurológicas, vasculares, hormonais, arteriais, cavernosas, cirúrgicas, ou induzida por 

fármacos (Ventegodt, 1998; Naeinian, 2011). O diagnóstico da causa nem sempre é fácil, 

porém é crucial para proceder ao tratamento mais adequado para cada caso clínico. 

Registos indicam que a forma mais incidente é a que partilha uma componente orgânica e 

uma componente psicogénica (Naeinian, 2011). Apesar da DE vasculogénica ser uma 

consequência natural do processo de envelhecimento, as causas etiológicas mais comuns 

são as doenças coronárias, aterosclerose, diabetes, obesidade, hipertensão arterial e 

síndrome metabólica. (Schiel et al., 1999; Shabsigh el al.,2010). O aumento crónico da 

glicemia, que caracteriza a diabetes, é responsável pelo aparecimento de lesões vasculares 

e neurológicas devido à diminuída formação de substâncias indutoras de relaxamento dos 

CC e das artérias, e também pela formação aumentada dos produtos finais de glicosilação e 

radicais livres (Angulo et al., 2010). Vários estudos prévios concluíram que a DE em 

diabéticos está associada a um estado hipercontrátil do músculo liso do pénis, conduzindo 

a uma diminuição da função endotelial, e a alterações no metabolismo do colagénio e da 

elastina, que juntos manifestam sintomas de disfunção veno-oclusivo (Chitaley, 2009; 

Meena et al., 2009).  

A perda da integridade funcional do endotélio vascular modifica a capacidade de 

resposta a alterações homeostáticas locais e a fatores parácrinos e autócrinos, 

denominando-se por disfunção endotelial (Giugliano et al., 2010). A disfunção endotelial é 

um estado patológico da vasculatura que envolve a perda de capacidade de resposta do 

endotélio para os mediadores vasodilatadores ou um aumento na sensibilidade a 

vasoconstritores, desempenhando um papel preponderante num número significativo de 

casos DE vasculogénica. A disfunção endotelial consiste na atenuação do efeito relaxante 

(mediado, entre outros, pelo NO) que o endotélio exerce sobre as células musculares lisas 

existentes nas trabéculas dos CC penianos. Esta atenuação pode dever-se à 

expressão/regulação anormal de eNOS (Síntese Endotelial do NO), a deficiências de 

cofatores desta enzima ou a um aumento do stresse oxidativo com consequente degradação 

de NO (Musicki & Burnett, 2006). 

4. Ereção Peniana 

A ereção peniana (Figura III) é desencadeada por um mecanismo de ativação 

diferencial de recetores colinérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos (Martinez-Salamanca 
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et al., 2010). Este processo tem início no sistema nervoso central que transmite sinais para 

os órgãos genitais, através de interação de neurotransmissores, e mensageiros químicos. 

Este mecanismo neurovascular promove a libertação de fatores a partir das células 

endoteliais estimulando o relaxamento das células do músculo liso dos CC produzindo-se 

consequente vasodilatação. O aumento do fluxo sanguíneo arterial para os espaços 

trabeculares, o aumento da resistência venosa e o relaxamento dos espaços sinusoidais, 

estimulam uma acumulação de sangue e consequente rigidez do órgão (Andersson, 2001; 

Argiolas et al., 2005; Guagnini el al., 2012).  

É possível classificar os nervos penianos mediante os neurotransmissores que 

libertam: adrenérgico (noradrenalina), colinérgicos (acetilcolina) e não-adrenérgicos/não-

colinérgicos (neuropéptidos e ATP, entre outros) (Andersson, 2001). A libertação de 

acetilcolina a partir dos terminais nervosos colinérgicos favorece a secreção de NO a partir 

do endotélio vascular, promovendo a redução de Ca2+ nas células musculares lisas e, 

consequentemente, relaxamento muscular (Brunett, 1995). Durante a ereção, a redução dos 

níveis de cálcio intracelular induzem a dissociação enzimática do complexo cálcio 

calmodulina. A miosina é desfosforilada pela fosfatase de cadeia leve da miosina e separa-

se do filamento de actina, estimulando o relaxamento do músculo liso vascular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III: Mecanismos da resposta erétil normal (Wagner & Mulhall, 2001). 

O NO é visto como o transmissor com maior destaque neste processo que 

desencadeia a ereção. O NO vai promover o relaxamento das fibras musculares lisas por 

ativação de guanosina monofosfato cíclico (GMPc), desencadeando uma cascata de 
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reações de fosforilação dependentes de [Ca2+]i (Angulo et al., 2010; Francis et al., 2010; 

Zhang et al., 2011; Qiu et al., 2012). Níveis elevados de GMPc promovem a redução de 

concentração de cálcio em células musculares lisas, aprisionando este catião no reticulo 

sarcoplasmático, induzindo assim, o relaxamento muscular (Burnett, 1995; Sáenz de 

Tejada, 2002). A homeostasia de Ca2+ citosólico pode promover a contratilidade do 

músculo liso, através de três mecanismos distintos: influxo de Ca2+ através de canais 

regulados por voltagem; ativação de vias de sinalização que culminam na libertação de 

Ca2+ do retículo sarcoplasmático; e ativação de recetores membranares que facilitam a 

entrada de Ca2+ através de canais associados a recetores (Sáenz de Tejada, 2002). O 

relaxamento muscular ocorre quando os níveis citosólicos de Ca2+ ou se encontram 

diminuídos, ou quando ocorre uma diminuição da sensibilidade da maquinaria contrátil ao 

Ca2+. Por outro lado, a contração depende do rápido aumento da [Ca2+]i livre, que deve ser 

mantida acima do limiar basal para manutenção da resposta contrátil (Andersson et al., 

1990; Sáenz de Tejada, 2002; Mas, 2010). 

Como a contração e o relaxamento do músculo liso são regulados pelo cálcio 

citosólico livre, a flacidez do pénis é mantida pela acumulação de cálcio intracelular. A 

noradrenalina, endotelina, PGF2α (Prostaglandina E2), vão estimular os recetores das 

células musculares lisas para aumentar os níveis de trisfosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG), resultando na libertação de Ca2+ intracelular do reticulo 

sarcoplasmático, e na abertura de canais de cálcio na membrana das células musculares 

lisas, promovendo o influxo de cálcio. Em concentrações elevadas, o cálcio liga-se a 

calmudulina alterando a sua conformação. Posteriormente liga-se a cinases de cadeia livre 

de miosina, ativando-as. Estas vão catalisar a fosforilação da miosina, desencadeando a 

interação entre os filamentos de actina e miosina. Esta fosforilação vai ativar a miosina-

ATPase, que vai hidrolisar ATP necessário à contração muscular (Christ et al., 1995). 

Um dos indutores do sinal de hiperpolarização das células, do tecido muscular liso 

vascular dependente do endotélio, parece ser a bradicinina (BK). A BK pertence ao grupo 

das kininas, e, apresenta uma potente atividade vasodilatadora. Os recetores de BK e da 

angiotensina têm sido caracterizados tanto na vasculatura sistémica, como em tecidos 

eréteis. Os efeitos biológicos de BK são mediados por recetores na membrana celular, 

acoplados à proteína Gs, sendo o tipo B2 os que parecem apresentar maior afinidade. Este 

efeito vasodilatador ocorre na presença de inibidores da ciclooxigenase (indometacina) e 
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pode ser mediado pela libertação de um fator relaxante dependente do endotélio (NO / 

fator hiperpolarizante), (Becker et al., 2001; Maas et al., 2002).  

5.Transmissão Purinérgica 

A transmissão Purinérgica tem um papel preponderante na iniciação e manutenção 

da ereção peniana (Tong et al., 1992). Os nucleótidos e nucleósidos de adenina, ATP e 

adenosina, libertadas por elementos sanguíneos, células endoteliais e músculo liso 

vascular, exercem uma potente ação no sistema vascular, tecidos musculares lisos e células 

endoteliais vasculares (Tong et al., 1992; Brunett, 1995; Andersson, 2001).  

5.1. Adenosina 

A adenosina é um nucleosídeo de purina endógeno e está envolvido em vias 

purinérgicas, como a biossíntese de nucleótidos, o metabolismo de aminoácidos e vários 

processos fisiológicos que requerem dispêndio energético (Fox & Kelley, 1978; Stone, 

1985; Shryock & Belardinelli, 1997; Cunha, 2001). Verifica-se a sua presença em todos os 

tipos de células apresentando um papel modulador em diversos processos fisiológicos. Está 

descrita a implicação na regulação das funções cardiovasculares como vasodilatação e 

diminuição da pressão sanguínea. A sua concentração extracelular aumenta rapidamente 

após estímulos de stresse (hipoxia, isquemia e estimulação adrenérgica) (Sparks & 

Bardenheuer, 1986; Fan et al., 2003). Este nucleosídeo pode formar-se intra e 

extracelularmente por metabolização da adenina. Intracelularmente, a adenosina, forma-se 

pela desfosforilação de AMP (adenosina 5’-monofosfato) catalisada pela s-adenosil-

homocisteína-hidrolase. Já no interior das células, a adenosina é catabolizada por duas 

enzimas, ADK (cinase da adenosina) e ADA (desaminase da adenosina). A ADK fosforila 

a adenosina em AMP, estando envolvida na regulação dos níveis intracelulares de 

adenosina e na manutenção de nucleotídeos intracelulares. A ADA catalisa a inativação de 

adenosina em inosina de forma irreversível. A adenosina extracelular forma-se através da 

metabolização dos nucleótidos de adenina por ectonucleotidases como NTPDase1 ou 

CD39, que catalisa a hidrólise de ATP e ADP (adenosina 5’-difosfato) em AMP. A ecto-

5’-nucleotidase (CD37) catalisa a desfosforilação de AMP em adenosina. A adenosina 

extracelular é transportada para o interior das células através de transportadores de 

nucleosídeos (ENT), (Colgan et al., 2006), (Figura IV).  

 

https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CEMQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.labhpardini.com.br%2Flab%2Fbioquimica%2Fada.htm&ei=31dDUpPYA4ig7AaJ5oGACg&usg=AFQjCNGDHOia5ul7UI0HZl7t2Ck02SReMA&sig2=fPpbxBdQ3ZSjOqxk_DLF0w&bvm=bv.53077864,d.ZGU
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Figura IV: As principais vias envolvidas no metabolismo da adenosina (Haskó & Cronstein, 2004). 

5.2. Recetores Purinérgicos  

Os recetores purinérgicos revelam uma potente atividade vascular. Estes podem ser 

classificados em dois grupos, recetores P1, que respondem preferencialmente à adenosina e 

recetores P2, responsáveis pela resposta aos nucleótidos de adenina, ATP, ADP, e da 

uridina, UTP, UDP (Raqeeb et al., 2011). 

5.2.1. Recetores P1  

 Os Recetores P1 são recetores metabotrópicos cujo agonista endógeno é a 

adenosina. Atualmente estão subclassificados em A1, A2A, A2B e A3, cada um codificado 

por um gene e possuindo funções diferentes, apesar de apresentarem algumas 

características comuns. Todos pertencem à superfamília dos recetores acoplados à proteína 

G (Burnstock, 2007a). Os recetores A1 e A3, são recetores acoplados a proteínas Gi/Go, 

inibem a adenilato-ciclase, conduzindo a uma diminuição nos níveis de AMPc; enquanto 

os recetores A2A e A2B são acoplados a proteínas Gs, estimulam a adenilato-ciclase 

promovendo um aumento dos níveis de AMPc no interior da célula (Moro et al., 2006). Os 

quatro subtipos podem ligar-se positivamente à fosfolipase C através de diferentes 

subunidades da proteína G (Moro et al., 2006). 

5.2.2. Recetores P2 

Os recetores P2 subdividem-se em dois grupos, recetores ionotrópicos P2X e 

recetores metabotrópicos P2Y acoplados a proteínas G. Atualmente, encontram-se 

classificados sete subtipos da família de recetores P2X(1-7) e oito subtipos da família de 

recetores P2Y(1,2,4,6,11,12,13,14)  (Burnstock, 2006). 
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Os recetores P2X são proteínas da membrana que formam canais iónicos. Estes 

apresentam uma afinidade de ligação elevada para ATP e seus produtos de degradação 

metabólica. A ativação dos recetores P2X pelo ATP induz uma alteração conformacional 

no canal transmembranar que permite o influxo de catiões Ca2+ de origem extracelular, 

conduzindo a uma despolarização celular. Esta despolarização por sua vez pode ativar os 

canais de cálcio dependentes da voltagem e assim, facilitar o influxo Ca2+. Segundo vários 

autores os recetores do subtipo P2X estão presentes nas células musculares lisas dos CC e 

a sua atividade induz contração (Tong et al., 1992).  

Os recetores P2Y são recetores acoplados a proteínas G, sendo que o grupo dos 

recetores P2Y1,2,4,6,11 interage com proteínas Gq e G11, responsáveis pela ativação da 

fosfolipase C, resultando na produção de IP3 e diacilglicerol (DAG). O grupo dos recetores 

P2Y12,13,14 interagem com as proteínas Gi e G0, responsáveis pela inativação da adenilato 

ciclase. Os recetores P2Y11 interagem tanto com proteínas Gq/G11, como com Gs. 

Farmacologicamente estes recetores podem ser divididos em recetores que se ligam 

diferencialmente a ATP, ADP, ou aos nucleótidos uracilo UTP e UDP. Recetores 

P2Y1,6,12,13 são ativados sobretudo por nucleótidos difosfato, ao passo que outros são 

ativados principalmente por nucleótidos trifosfato (P2Y2,4), (Abbracchio et al., 2006; 

Burnstock, 2007b). Os recetores P2Y, estão localizados nas células endoteliais vasculares e 

quando ligados a ATP, induzem a produção de inositol trifosfato (IP3) e libertação de Ca2+ 

do reticulo sarcoplasmático através da ativação de IP3. Este aumento na concentração 

intracelular de cálcio leva à ativação nas células endoteliais da síntese do NO, promovendo 

o relaxamento das células musculares lisas e induzindo uma vasodilatação dependente do 

endotélio (Lohman et al., 2012). 

5.3. Papel das purinas na disfunção erétil  

A injeção intracavernosa de adenosina foi um dos primeiros métodos utilizados 

para o diagnóstico diferencial da DE de origem vasculogénica (Kilic et al., 1994). Estudos 

realizados no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS-UP demonstraram 

que a adenosina desempenha um papel fundamental na regulação do tónus do CCH, 

através da ativação de recetores A2A e A2B, localizados no músculo e nas células 

endoteliais, respetivamente (Faria et al., 2006). A estimulação dos recetores A2A pela 

adenosina promove vasodilatação, atenuando a lesão endotelial induzida pela marginação 

de neutrófilos e promove a libertação endotelial de NO e prostanóides. Este mecanismo 
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favorece o relaxamento do músculo liso trabecular e consequente ereção peniana. 

Comparando a magnitude das respostas relaxantes promovidas pela adenosina em TCH de 

indivíduos portadores de DE, com lesões a nível endotelial, e de indivíduos controlo, foi 

possível concluir que a disfunção endotelial apresentada pelos doentes de DE se 

correlaciona com a perda da atividade dos recetores A2B. No entanto, verificou-se que o 

efeito relaxante mediado pelos recetores A2A, localizados no músculo liso vascular 

permanecia inalterado. Estudos realizados em TCR sugerem que o relaxamento da 

musculatura lisa estimulada pela adenosina se poderá dever à ativação preferencial de 

recetores do subtipo A2A sensíveis ao CGS21680C (agonista destes recetores) (Valente, 

2008). Este efeito relaxante aparenta ser preferencialmente dependente da síntese endógena 

de prostanóides (Faria et al., 2006). Outros estudos não publicados sugerem ainda que a 

ausência da atividade mediada por recetores A2B pode ser explicada pelo aparente défice da 

componente endotelial que medeia o relaxamento do TCR (Valente, 2008). 

Relativamente aos recetores P2, é sabido que, nos leitos vasculares, o ATP é 

libertado por elementos sanguíneos, endotélio e músculo liso, atuando por via de recetores 

P2X localizados nas células musculares lisas da vasculatura induzindo vasoconstrição 

(Figura V). Por outro lado, também se sabe que os nucleótidos de adenina podem estimular 

a vasodilatação, diretamente, através da ativação de recetores P2Y, localizados no 

endotélio e fibras musculares lisas, ou indiretamente, pela adenosina gerada pela via das 

ectonucleotidases. Através de estudos funcionais e de cinética enzimática recentes 

(Mantelli et al., 1995; Faria et al., 2006), presume-se que em doentes que apresentam DE 

vasculogénica, a atividade dos recetores purinérgicos P2 esteja diminuída devido a 

acumulação extracelular de ATP (dessensibilização) motivada por uma aparente redução 

da expressão e/ou atividade da enzima NTPDase 1/CD39. Em consequência deste facto, é 

provável que a formação de adenosina derivada do catabolismo extracelular do ATP esteja 

igualmente comprometida e, com isso, o seu papel como agente relaxante endógeno em TC 

(Faria et al, 2008). Na sequência de trabalhos realizados neste laboratório, observou-se, 

também, diferenças entre a atividade relaxante do ATP em TCH e TCR (Amorim, 2009). 

A metabolização extracelular de ATP ocorre mais rapidamente no homem 

comparativamente ao modelo animal estudado, verificando-se, para o mesmo período de 

tempo, a formação de uma menor quantidade de adenosina em ratazana. Os baixos níveis 

de adenosina gerada a partir de ATP podem justificar uma perda parcial da atividade 

relaxante do nucleótido em TCR comparativamente ao humano (Amorim, 2009). 
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Figura V: Principais recetores de purinas e pirimidinas presentes nos vasos sanguíneos envolvidos no 

controlo do tónus vascular (Burnstock, 2010). 

Apesar de se reconhecer um importante papel da adenosina no mecanismo da 

ereção, a descoberta do sildenafilo (Viagra®) e dos seus efeitos na fisiologia peniana 

desviaram as atenções para o estudo das propriedades vasodilatadores do NO e para a sua 

relação com o processo da ereção. A utilização de inibidores da fosfodiesterase 5 (PDE5i, 

e.g. sildenafilo) é, atualmente, o tratamento de primeira linha da DE (Angulo et al., 2010; 

Francis et al., 2010). Há evidências que demonstram que o aumento de GMPc pela 

utilização de PDE5i é ateroprotetora na vasculatura e pode melhorar o estado fisiológico do 

endotélio (Kemp-Harper et al., 2009; Francis et al., 2010). Embora esta via de tratamento 

apresente uma elevada taxa de sucesso, o mesmo não se verifica em homens diabéticos que 

apresentam DE (Shukla et al., 2009). A eficácia de PDE5i baseia-se na integridade do 

endotélio e dos nervos dos CC, que produzem níveis de NO. No entanto, no caso de 

indivíduos com a integridade do endotélio severamente comprometida, como o caso de 

doentes diabéticos, verifica-se uma redução dos níveis de NO essenciais para desencadear 

a via NO/GMPc responsável pela diminuição da resposta à terapêutica com PDE5i e um 

consequente relaxamento dependente do endotélio deficiente.  
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6. Oscilações de cálcio intracelular 

6.1. Medição das oscilações de cálcio intracelular 

A comunicação intercelular é essencial para a coordenação dos processos fisiológicos 

entre células de uma variedade de órgãos e tecidos, incluindo a vasculatura. A propagação 

das ondas de Ca2+ intracelular para células vizinhas é uma característica comum, mediando 

a sinalização célula-célula em tecidos (Arcuino et al., 2002; Berridge et al., 2003). O 

cálcio regula uma vasta gama de funções celulares vitais, incluindo atividades enzimáticas, 

processos metabólicos, progressão do ciclo celular e respostas eletroquímicas. As 

concentrações externas de cálcio são geralmente de quatro ordens de grandeza superiores 

aos níveis internos (Barrow et al., 2006). A sinalização é ativada por aumentos temporários 

na concentração de cálcio intracelular através da abertura dos canais de cálcio na 

membrana plasmática ou no retículo endoplasmático. O cálcio encontra-se armazenado no 

retículo endoplasmático, e atua como um segundo mensageiro difusível quando é libertado 

do retículo endoplasmático para o citosol, pelo inositol-3-fosfato (IP3), um metabolito de 

clivagem do PIP2 por membros da família de enzimas PI-fosfolipase C. A fosfolipase C 

pode ser ativada direta e indiretamente, por uma grande variedade de recetores da 

superfície celular, incluindo os fatores de crescimento, citocinas, recetores acoplados à 

proteína G, e integrinas (Barrow et al., 2006).  

Em certas condições experimentais, podem ser observadas ondas de Ca2+ 

intracelular através da aplicação de um estímulo mecânico em célula única. Através da 

libertação das moléculas sinalizadoras intracelulares de IP3 e Ca2+, inicia-se a propagação 

da onda de Ca2+ a partir da célula estimulada mecanicamente para as células vizinhas. As 

principais vias moleculares que controlam a propagação de ondas Ca2+ são canais, através 

da transferência direta de IP3, e por hemicanais, através da libertação de ATP. Foi 

demonstrado que a extensão máxima de propagação da onda de cálcio requer a ativação 

dos recetores purinérgicos pela libertação de ATP. Curiosamente, o nível de atividade do 

hemicanal está diretamente correlacionada com o grau de libertação de ATP (Stout et al., 

2004). Além disso, os aumentos no cálcio citosólico livre constituem um dos mecanismos 

mais comuns através dos quais hormonas e transmissores regulam as funções celulares.  
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6.2. Fluo-4 NW 

Dada a importância do cálcio para muitas funções celulares, a medição das oscilações 

de cálcio intracelular é uma ferramenta muito importante para avaliar a sinalização celular.  

O Fluo-4 NW é uma sonda fluorescente sensível ao Ca2+. Este indicador, apesenta um 

comprimento de onda de excitação visível (compatíveis com laser ião-Argon), possui uma 

elevada sensibilidade, e apresenta grande aumento de fluorescência após ligações de Ca2+. 

Desta forma tornou-se o indicador de eleição na caracterização farmacológica e funcional 

dos recetores acoplados à proteína G (Mehlin et al., 2003). 

O Fluo-4 NW tem a vantagem de permanecer não fluorescente e estável durante várias 

horas, em tampão de pH 7-7,5, e a conversão para a forma sensível a Ca2+ não representa 

uma fonte significativa de fluorescência de fundo. Além disso, a remoção do meio de 

cultura antes da aplicação do corante, elimina as interferências na fluorescência basal. 

Outra potencial fonte de fluorescência diz respeito à extrusão do indicador para fora da 

célula pelos transportadores de aniões orgânicos. No entanto, isto pode ser ultrapassado 

recorrendo ao uso de probenecide, comummente utilizada para inibir este tipo de transporte 

e reduzir o sinal da linha de base (Mehlin et al., 2003). Tendo ainda a vantagem de se 

poder utilizar tanto em células aderentes como em células não aderentes. 

7. Culturas celulares 

O isolamento e cultura de células animais e vegetais, tem tido um papel preponderante 

no estudo da função celular. A obtenção de células em cultura envolve um conjunto de 

procedimentos que permitem cultivar e preservar as células isoladas fora de um organismo 

de origem, mantendo o tecido isolado em ambiente apropriado com recurso a um meio de 

cultura capaz de fornecer nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento das 

células, e dessa forma, simular as condições in vivo (Freshney, 2006). Esta técnica 

apresenta inúmeras vantagens ao permitir o controlo das condições ambientais, a análise 

independente de diferentes parâmetros, um número elevado de ensaios num reduzido 

intervalo de tempo, diminuição do número de animais nos ensaios experimentais, 

tornando-se assim, uma alternativa menos dispendiosa (Hartung et al., 2002).  

Culturas sob condições controladas permitem, desta forma, uma manipulação e 

obtenção de imagens de células a um nível de resolução que não seria possível, no animal 

integral, ou mesmo em fragmentos de tecidos não dissociados. 
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7.1. Tipos de culturas celulares 

Culturas primárias e subculturas iniciais, são células isoladas a partir de animais ou 

vegetais. Estas são culturas celulares heterogéneas, podendo encontrar-se mais do que um 

tipo de células em estádios de diferenciação distintos. Culturas primárias requerem meios 

de culturas complexos, sendo um processo trabalhoso até se conseguir padronizar. No 

entanto, neste tipo de cultura verifica-se uma menor probabilidade de alterações do 

fenótipo, bem como alterações do envelhecimento celular, sendo estas células mais 

representativas do tecido de origem (Freshney, 2006). 

Linhas celulares são obtidas a partir de culturas primárias, constituídas por um único 

tipo de célula, apresentando um crescimento rápido e contínuo. Estas células propagam-se 

em série por um número limitado de divisões celulares, ou podem ser imortalizadas através 

de alterações genéticas, podendo assim não refletir as características originais das células 

(Freshney, 2006). 

7.2. Método de obtenção de culturas primárias 

Técnica do explante, após remoção cirúrgica do tecido, pequenos fragmentos a 

cultivar são colocados numa caixa de cultura em meio apropriado. As células começam a 

destacar-se dos fragmentos, aderindo ao substrato, migrando até atingirem confluência.  

Dissociação enzimática difere da técnica anterior pelo recurso a enzimas digestivas 

proteolíticas que facilitam a fragmentação do tecido, podendo em alguns casos levar a uma 

mais rápida obtenção de células isoladas. No entanto, a adição de protéases na digestão do 

tecido, pode provocar efeitos de toxicidade nas células, removendo proteínas da superfície 

celular, comprometendo a sua viabilidade. 

Quando atingida a confluência celular, recorre-se a enzimas (e.g. tripsina) que 

promovem uma dissociação suave das células entre si e do substrato, obtendo-se uma 

suspensão celular. As células são colocadas posteriormente em subcultura permitindo, 

desta, forma a sua continuidade em novas caixas de cultura (Ryan, 2008). 

7.3. Condições de Cultura 

Um meio de cultura apropriado é essencial para a manutenção das culturas 

celulares. O meio de cultura é constituído essencialmente por sais inorgânicos, 

aminoácidos, hidratos de carbono, ácidos gordos, proteínas e vitaminas e, a sua 
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complexidade depende do tipo de célula que se pretende obter, representando uma 

constituição semelhante ao meio ambiente que a célula se desenvolve in vivo (Hartung et 

al., 2002). O soro animal é, por vezes, um suplemento para compensar nutricionalmente 

alguns meios de cultura. A temperatura, humidade, pH também devem ser semelhantes ao 

encontrado no tecido de origem. Para tal mantem-se as culturas em incubadoras, a uma 

temperatura de 37ºC,e humidade entre 90 a 98% e CO2 entre 2 a 10% (Freshney, 2006). 

Para que as células formem uma monocamada é essencial aderirem à superfície da 

placa de cultura, quando tal não acontece é necessário recorrer a fatores de adesão, como 

colagénio, gelatina ou poli-D-lisina. Quando em contacto com uma superfície de adesão 

porosa, as células polarizam de forma similar ao in vivo, verificando-se uma melhoria da 

funcionalidade das células e uma maior proliferação celular (Freshney, 2006). 

7.4. Avaliação das Culturas 

O principal indicativo do comprometimento de uma cultura reflete-se por alterações 

a nível da morfologia celular, adesão e taxa de divisão (Ryan, 2008). Para estimar a taxa de 

crescimento recorre-se a um contador de partículas eletrónico ou à câmara de Neubauer, 

em que com o auxílio de um corante vital, faz-se uma avaliação da viabilidade celular, por 

incorporação do corante pelas células mortas. Este parâmetro revela-se proveitoso, na 

avaliação dos requisitos nutricionais da cultura de células, permitindo comparar diferentes 

tipos de meios de cultura (Freshney, 2006; Ryan, 2008).  

7.5.Contaminações nas culturas celulares 

A contaminação das culturas celulares pode ocorrer por fatores químicos ou de origem 

biológica. Enquanto os contaminantes biológicos, como bactérias e fungos, podem 

provocar danos irreversíveis nas células, sendo mais fáceis de detetar por microscopia 

ótica, as contaminações por Mycoplasma ou vírus ou as contaminações químicas, como 

toxinas, ou vestígios de detergentes, são mais difíceis de detetar, pois não são percetíveis 

por microscopia ótica. Para se obterem culturas sem contaminações, são necessários alguns 

requisitos específicos como, material e reagentes em condições de assepsia e devidamente 

monitorizados. Uma vez detetada a contaminação bacteriana ou de origem fúngica, a 

cultura, assim como todos os reagentes utilizados, devem ser descontaminados com 

hipoclorito de sódio e, posteriormente, descartados para resíduos biológicos apropriados 

(Freshney, 2006; Ryan, 2008). 
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Ao longo dos trabalhos realizados, tem-se realçado a importância do músculo liso e a 

integridade do endotélio para o relaxamento e consequente ereção peniana. No estudo 

farmacológico da DE de origem vasculogénica, têm sido utilizadas amostras de TC 

recolhidas a partir de CC de animais e humanos. Culturas de células primárias derivadas do 

TC têm sido pouco utilizadas como modelos in vitro para definir os mecanismos celulares 

envolvidos na função eréctil (Chung et al., 2012).  

 

1. Amostras de tecido cavernoso e considerações éticas  

 

1.1. Isolamento de tecido cavernoso de ratazana 

TCR foi isolado a partir de Ratus norvegicus machos da estirpe Wistar (Charles 

River – CRIFFA, Barcelona, Espanha; Biotério do ICBAS, Porto, Portugal) com peso entre 

os 200g e os 350g. Os animais foram sacrificados por decapitação em guilhotina seguida 

de exsanguinação, tendo estes sido manipulados de acordo com as orientações relativas ao 

bem-estar animal definidas pela Comunidade Europeia (86/609/CEE), respeitando a 

política dos 3R’s (Replace, Refine and Reduce). Após o isolamento do pénis, os órgãos 

foram colocados numa caixa de Petri contendo solução de Tyrode (composição, em mM: 

NaCl 137; KCl 2,7; CaCl2 1,8; MgCl2 1; NaH2PO4 0,4; NaHCO3 11,9; glucose 11,2), 

oxigenada com uma mistura de O2 (95%) e CO2 (5%), à temperatura ambiente. A 

utilização dos tecidos foi efetuada no período até 2 horas após a colheita. 

1.2. Processamento de amostras de tecido cavernoso  

O tecido cavernoso de ratazana foi separado das estruturas envolventes, tecido 

conjuntivo e túnica albugínea, por microdissecção cirúrgica com o auxílio de uma lupa 

binocular (Olympus SZ60, Japan). Posteriormente, os fragmentos foram colocados em 

meio de descontaminação, AB10x, contendo um elevado teor de substâncias 

antimicrobianas [25 μg/mL de anfotericina B (Sigma); 1000 IU/mL de penicilina, 1000 

μg/mL de estreptomicina e 50 μg/mL de gentamicina (Sigma)]. Seguidamente, o tecido 

isolado foi sujeito a três ciclos de descontaminação, com a duração de 30 minutos cada. 
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2. Culturas celulares 

2.1. Cultura de células pela técnica do explante 

Após descontaminação, o TC foi segmentado em fragmentos de aproximadamente 

1mm3, sendo posteriormente distribuídos em caixas de cultura de 35 mm (Costar®). As 

caixas de cultura foram previamente revestidas com um fator de adesão, gelatina a 2 % em 

H2O (Sigma). O revestimento das caixas de cultura teve como objetivo promover uma 

maior aderência das células às caixas de cultura, permitindo desta forma melhorar as 

condições de crescimento e viabilidade das células.  

Às caixas de cultura com os fragmentos de tecido foi adicionado meio de cultura 

M199 (Sigma), suplementado com SBF 20% (Sigma), 3,75 μg/mL de anfotericina B (250 

μg/mL, Sigma), 150 IU/mL de penicilina, 150 μg/mL de estreptomicina (Solução 

penicilina - estreptomicina a 10000 IU/mL – 10000 μg/mL, Sigma) e 50 μg/mL de 

gentamicina (Sigma). As culturas foram incubadas a 37ºC, numa atmosfera húmida 

contendo 5% de CO2 até atingirem a confluência desejada. 

A migração celular a partir dos fragmentos foi observada 6 a 8 dias após o início 

das culturas primárias, sendo os fragmentos de tecido removidos nesta fase. As células 

foram mantidas nas condições acima mencionadas até se atingir uma confluência de 

aproximadamente 80% (cerca de 10-15 dias). 

2.2. Cultura de células pela técnica de dissociação enzimática 

O TC foi posteriormente segmentado em pequenos fragmentos (1 mm3), tendo estes 

sido colocados numa solução estéril de colagenase IA (0,25 %, Sigma) e protéase XIV 

(0,03 %, Sigma) em meio de cultura M199 (Sigma). Foram mantidos nesta solução de 

digestão durante cerca de uma hora, a 37ºC, em banho-maria com agitação. A suspensão 

obtida pela dissociação enzimática foi centrifugada a 2000 rpm, durante 10 minutos, a 4ºC. 

O sobrenadante foi removido e adicionado meio de cultura fresco ao sedimento de modo a 

interromper a digestão enzimática. 

A suspensão celular foi posteriormente distribuída por caixas de cultura de 35 mm 

(Costar®), previamente revestidas com gelatina a 2% em H2O (Sigma). A estas caixas de 

cultura foi adicionado meio de cultura M199 (Sigma), suplementado com SBF 20% 
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(Sigma), 3,75μg/mL de anfotericina B (250 μg/mL, Sigma), 150 IU/mL de penicilina, 150 

μg/mL de estreptomicina (Solução penicilina - estreptomicina a 10000 IU/mL – 10000 

μg/mL, Sigma) e 50 μg/mL de gentamicina (Sigma). As culturas foram incubadas a 37ºC, 

numa atmosfera húmida contendo 5% de CO2, até que atingirem a confluência desejada, 

cerca de 80% (Pilatz et al., 2005). 

2.3. Manutenção das culturas celulares 

A primeira mudança de meio foi realizada 6 a 8 dias após o dia em que se iniciou a 

cultura primária. O meio de cultura utilizado foi o meio acima referido, em que apenas se 

alterou a concentração de SBF para 10%. As posteriores mudanças de meio ocorreram em 

intervalos de 3 a 4 dias.  

As culturas foram monitorizadas recorrendo a um microscópio invertido de contraste 

de fase (Olympus CK2). 

 

3. Caracterização imunofenotípica das células de tecido cavernoso e 

expressão de recetores purinérgicos 

3.1. Tripsinização das células 

Quando atingida a confluência desejada, tripsinizaram-se as culturas celulares. O meio 

de cultura foi removido das caixas e procedeu-se à lavagem das culturas com PBS estéril, 

previamente aquecido a 37ºC; este procedimento foi repetido duas vezes para garantir a 

eliminação do meio de cultura ainda presente nas caixas. As células aderentes foram 

isoladas enzimaticamente [recorrendo a uma solução de tripsina a 0,04 % (Sigma), pH 7,4 

e colagenase a 0,025 % (Sigma) em PBS], durante 10 a 15 minutos; a reação de 

tripsinização foi interrompida pela adição de meio de cultura fresco. A densidade celular 

da suspensão foi determinada numa câmara de Neubauer (Figura VI), recorrendo a um 

corante vital, azul de tripano (Sigma), que permite a distinção entre células viáveis (não 

incorporam o corante) e células não viáveis (incorporam o corante), através da observação 

em microscópio ótico. 

Cálculos efetuados para a determinação da concentração celular necessária: 
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Nº de células / mL =           Nº de células contadas               x 104 mL x 2 (F. diluição) 

                       8 (nº de quadrantes de contagem) 

Nº de células / mL x Vol. a usar = 2,0 x 104
 x Vol. pretendido 

Após a contagem das células, procedeu-se à diluição da suspensão em meio de cultura 

fresco, obtendo-se uma nova suspensão celular com densidade de 2,0 x 104 células/mL. 

Posteriormente distribuiu-se em diferentes placas de cultura (subcultura), mediante 

finalidade a que se destinavam. 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI: Determinação da densidade celular: (a) hemocitómetro (câmara de Neubauer) e lamela antes da 

utilização; (b) Colocar lamela sobre a câmara; (c) adição de uma suspensão celular; (d) a secção longitudinal, 

mostrando a posição da amostra de células na câmara de 0,1 mm de profundidade; (e) Visualização ao 

microscópio; (f) Área total da grelha, a área central delimitada pelo círculo corresponde à área observada na 

objetiva 10×; (g) Objetiva de baixa ampliação (10x) com suspensão de células e corante vital, azul de 

tripano; (h) Objetiva de alta potência (40x); As células viáveis não incorporam o corante (mais claras), as 

células não viáveis, escuras, incorporam o corante (Freshney, 2006). 
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3.2. Imunocitoquímica 

As células musculares lisas e as células endoteliais da cultura primária de TCR 

foram semeadas a uma densidade de 2,0 x 104 células/mL em lâminas de vidro com oito 

poços (chamber slides – Nunc®), previamente revestidas com 2% gelatina em H2O 

(Sigma). As células permaneceram em cultura durante 3 a 7 dias, até atingirem 

confluência, com mudanças de meio a cada 3 a 4 dias. Quando atingida a confluência 

desejada, deu-se início ao procedimento de imunofluorescência indireta, para a 

caracterização imunofenotípica das células e expressão dos recetores purinérgicos. As 

células em cultura foram fixadas em paraformaldeído a 4% (PFA) em tampão salino-

fosfato (PBS) durante 10 minutos, preservando os constituintes celulares (e.g. antigénios e 

enzimas importantes na marcação por imunofluorescência). Posteriormente foram lavadas 

três vezes com PBS (10 minutos cada) e subsequentemente incubadas com tampão de 

bloqueio I [10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de albumina de soro bovino (BSA), 0.1% 

de Triton X, 0.05% de NaN3] durante 1 h, à temperatura ambiente. Procedeu-se, então, à 

marcação por imunofluorescência indireta utilizando-se um anticorpo (Ab) primário 

específico contra um antigénio (Ab) alvo, e um anticorpo secundário (com um fluoróforo 

acoplado), que reconhece o anticorpo primário. 

Os anticorpos primários utilizados na marcação das células foram diluídos em 

tampão de bloqueio II (5% de FBS, 1% de BSA, 0.1% de Triton X, 0.05% de NaN3 em 

PBS), e incubados a 4ºC durante aproximadamente 20 horas (Tabela I). Após a incubação, 

as células foram lavadas três vezes com PBS (10 minutos cada). Seguidamente fez-se a 

incubação com os anticorpos secundários fluorescentes, previamente diluídos em tampão 

de bloqueio II (Tabela II) durante 2 horas, com agitação à temperatura ambiente. A partir 

deste momento, as células foram mantidas no escuro, de forma a evitar a fotoexcitação dos 

fluoróforos: Alexa Fluor 488 (anti-coelho), Alexa Fluor 633 (anti-cabra), Alexa Fluor 563 

(anti-rato). No final deste período de incubação, as células foram lavadas três vezes com 

PBS (10 minutos cada). Posteriormente, as lâminas de vidro foram montadas com meio 

Vectashield® e armazenadas a 4°C. A preparação foi observada em microscópio confocal 

(Olympus FV1000, Japão) utilizando os lasers que irradiam num comprimento de onda de 

gama adequada ao fluoróforo utilizado. Após a visualização das células e recolha das 

imagens necessárias, estas foram processadas informaticamente com o programa do 

microscópio confocal (FluoViewer FV10-ASW2.0) (Noronha-Matos et al., 2012). 
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Tabela I: Anticorpos primários utilizados na marcação por imunofluorescência indireta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela II: Anticorpos secundários utilizados na marcação por imunofluorescência indireta 

 

Anticorpo 

Secundário 
Hospedeiro IgG anti-x Diluição Origem 

Alexa Fluor 488 Burro Anti-ms 1:1500 Molecular Probes 

Alexa Fluor 568 Burro Anti-rb 1:1500 Molecular Probes 

Alexa Fluor 633 Burro Anti-gt 1:1500 Molecular Probes 

 

 

 

 

 

Tabela III: Lasers utilizados na observação por imunofluorescência indireta 

 

Fluoróforo Excitado Comprimento de Onda Laser 

Alexa Fluor 488 488 nm Árgon 

Alexa Fluor 568 568 nm HeNe1 

Alexa Fluor 633 633 nm HeNe2 

 

Anticorpo Primário Hospedeiro Diluição Origem 

Actina de Músculo Liso  

(SMA – FITC) 
Ratinho (ms) 1:250 Sigma 

A2A Coelho (rb) 1:150 Alpha Diagnostic 

A2B Coelho (rb) 1:75 Chemicon 

P2X1 Coelho (rb) 1:100 Alomone 

P2X3 Coelho (rb) 1:75 Alomone 

P2Y1 Coelho (rb) 1:50 Alomone 

P2Y12 Coelho (rb) 1:75 Alomone 

P2Y13 Coelho (rb) 1:50 Alomone 

PECAM-1 Cabra (gt) 1:50 Santa Cruz 
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3.3. Determinação das oscilações de [Ca2+]i em células vivas por microscopia 

confocal funcional 

Através da metodologia descrita anteriormente, desenvolvida neste projeto, 

obtiveram-se culturas celulares heterogéneas a partir de TCR. As culturas são constituídas 

por células musculares lisas (imunorreativas contra a proteína contráctil α-actina SMA) e 

por células endoteliais (imunorreativas contra o marcador de superfície PECAM-1/CD31, 

não apresentando imunorreatividade contra a proteína contráctil α-actina SMA). Para a 

caracterização funcional das células, estas foram semeadas em caixas de cultura com poço 

central de 10 mm (FluoroDish® WPI®) com uma densidade de 2,0 × 104 células/mL. As 

células permaneceram em crescimento durante 3 a 7 dias, em meio de cultura M199 

(Sigma), suplementado com SBF 10 % (Sigma), 3,75 μg/mL de anfotericina B (250 

μg/mL, Sigma), 150 IU/mL de penicilina, 150 μg/mL de estreptomicina (Solução 

penicilina - estreptomicina a 10000 IU/mL – 10000 μg/mL, Sigma) e 50 μg/mL de 

gentamicina (Sigma). 

Previamente à realização das experiências, o meio de cultura foi removido e as 

células foram lavadas com uma solução de Tyrode (composição, em mM: NaCl 137; KCl 

2,7; CaCl2 1,8; MgCl2 1; NaH2PO4 0,4; NaHCO3 11,9; glucose 11,2; pH 7.4) e incubadas 

durante 50 minutos, a 37ºC, com a sonda fluorescente sensível ao Ca2+, Fluo-4NW (2,5 

μM), em PBS numa solução contendo 2,5 % de ácido plurónico em DMSO (100 μM). 

Após a remoção da solução com o fluoróforo, as células foram novamente lavadas com a 

solução de Tyrode. As caixas foram subsequentemente montadas na câmara de perfusão 

termostatizada do microscópio confocal invertido (Olympus FV1000, Japan), equipado 

com uma objetiva de 20x (LUCPLFL 20 X PH; N.A. 0.45). A partir desse momento, as 

células foram perfundidas continuamente (1mL/min) com uma solução Tyrode arejada 

com uma mistura de O2 (95%) e CO2 (5%), a 32ºC (Figura VII). Os fármacos testados 

foram perfundidos através de um sistema multicanal de perfusão (ValveLink 8.2, 

Digitimer, San Francisco, CA). As culturas foram então perfundidas com Tyrode 

(controlo) ou com os fármacos a serem testados durante 6 (ou 2) minutos.  

Com recurso a um laser (Multi-line Ar laser), o fluoróforo foi excitado a 488 nm 

emitindo fluorescência no intervalo de 510-560 nm (detetada pelo digitalizador do 

microscópio confocal). As alterações na fluorescência do Fluo-4NW foram detetadas pelo 

programa FluoView Advanced Software (Olympus, Tokyo, Japan). As imagens de 

fluorescência foram recolhidas em intervalos de 20 segundos. 
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Os transientes de Ca2+ intracelular, induzidos pelos fármacos estudados, foram 

calibrados para uma resposta máxima de cálcio produzido pela ionomicina (5 µM, 100% 

de resposta) (Henriksen et al., 2006; Noronha-Matos et al., 2012). 

 

Figura VII: Microscópio Confocal Olympus FluoView FV1000 (imagem retirada de 

http://www.olympuslatinoamerica.com/portuguese) 

 

4. Análise estatística: 

As amostras são preparações independentes obtidas a partir de TCR (género 

masculino), analisadas e testadas em diferentes experiências. Para cada experiência e 

doseamento, realizou-se um ensaio. 

As variáveis são quantitativas uma vez que a informação de cada experiência será 

medida e, posteriormente, comparada e avaliada.  

Os resultados são expressos como média ± SEM de n número de animais 

(ratazana). 

As respostas dos ensaios funcionais realizados nas culturas celulares foram 

expressas em percentagem da resposta máxima à ionomicina (5 μM). Para as comparações 

múltiplas, os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) seguida por 

teste de Bonferroni. Para a comparação entre dois valores usou-se o teste t Student, em que 

P <0.05 foi considerado significativo. 

http://www.olympuslatinoamerica.com/portuguese
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Capítulo III - Resultados 
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1. Otimização da técnica de cultura de células de TCR 

1.1.  Cultura de células de músculo liso e células endoteliais de TCR 

Com o objetivo dar continuidade aos trabalhos experimentais funcionais que tem 

vindo a ser realizados no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia do ICBAS/UP, 

surgiu a necessidade de se estabelecer um protocolo para obtenção de culturas de células 

de TC. Inicialmente recorreu-se à literatura e verificou-se que vários autores referem o 

isolamento de células através da técnica de explante (Pilatz et al., 2005; Song et al., 2009; 

Yin et al., 2012), enquanto outros referenciam a técnica da digestão enzimática como 

procedimento de rotina (Doyle et al., 2012, Chung et al., 2012). A fim de determinar qual 

das técnicas melhor se adequa ao estudo do crescimento e proliferação de células de 

músculo liso e de células endoteliais provenientes do tecido cavernoso de ratazana (TCR), 

recorreu-se, a execução de ambos os procedimentos. 

1.1.1. Cultura de células pela técnica do explante 

 Migração celular a partir dos explantes aproximadamente 6-8 dias; 

 Inicialmente as células localizavam-se em volta dos explantes; 

 Atingia-se a confluência desejada 10-12 dias após o início da cultura; 

 As células permaneciam viáveis durante mais tempo; 

 As células não se destacavam tão facilmente da placa de cultura, permanecendo 

viáveis na realização das atividades experimentais realizadas posteriormente; 

 Processo de cultivo das células mais rápido; 

1.1.2. Cultura de células pela técnica da dissociação enzimática 

 Presença de células em cultura cerca de 8-10 dias após inicio da cultura; 

 Processo mais lento até ser atingida a confluência desejada, cerca de 15 dias; 

 As células apresentavam uma morfologia característica, com sinais de 

envelhecimento; 

 Grande quantidade de células não viáveis durante os processos experimentais a 

que foram submetidas posteriormente; 

 As células destacavam-se mais facilmente das placas, durante os processos 

experimentais realizados posteriormente. 

 Processo de cultivo celular mais prolongado; 
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1.2. Caracterização fenotípica das células de TCR por imunofluorescência 

indireta 

Com recurso à técnica de imunofluorescência indireta, foi possível caracterizar a 

identidade das células em cultura obtidas a partir do TCR. As células isoladas de TCR são 

culturas mistas de células musculares lisas e de células endoteliais. Confirmou-se a 

presença de células musculares lisas, recorrendo à marcação com um anticorpo específico 

contra a proteína contráctil, α-actina (Chung et al., 2012). A presença de células endoteliais 

foi inferida, por estas células não exibirem imunorreatividade contra a proteína contráctil, 

α-actina (verde) e por apresentam imunorreatividade contra o marcador específico da 

superfície das células endoteliais, PECAM-1 (anti-CD31) (Privratsky et al., 2010) (Figura 

VIII).  

     DAPI SMA                  DAPI CD31           DAPI SMA CD31 

   

  

 

 

Figura VIII: Marcação imunocitoquímica de células de tecido cavernoso de ratazana. Co-culturas de células 

musculares lisas e de células endoteliais com 3 dias de subcultura. (a e d) As células musculares lisas exibem 

imunorreatividade positiva contra anti-msSMA-FITC (marcação a verde). (b e e) As células endoteliais 

exibem imunorreatividade positiva contra o marcador de superfície, PECAM-1 (marcação a vermelho). (c) 

Sobreposição das duas imagens (a) e (b). Imagens obtidas por microscopia confocal (Olympus FV1000, 

Japan). A escala corresponde a 50 µm. 

a b 
c 

d e 
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2. Caracterização funcional das culturas celulares de TCR por 

microscopia confocal: Análise das oscilações do Ca2+ intracelular em 

resposta a agonistas específicos  

Avaliou-se a resposta diferencial de células de TCR presentes em co-culturas de 

células musculares lisas e células endoteliais com 10 dias de evolução. As células foram 

previamente marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW e estimaram-se as oscilações 

dos níveis intracelulares de Ca2+ por microscopia confocal funcional (Figura IX). As 

respostas de cada uma das células foram registadas na presença de ATP (100 μM, agonista 

P2) e na presença de PE (10 μM, agonista α-adrenérgico). As células endoteliais reagem 

preferencialmente à aplicação de ATP (100 µM), enquanto as células musculares lisas 

respondem de forma mais significativa à PE (10 µM) através de aumentos dos níveis 

intracelulares de Ca2+ (Figura IX). 
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B  Células musculares lisas            Células endoteliais  
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Figura IX: Co-culturas de células musculares lisas e células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de 

ratazana com 10 dia de subcultura. As células foram incubadas com a sonda sensível ao cálcio, Fluo-4NW 

(2.5 µM, em PBS contendo 2,5% de ácido plurónico), durante 50 min a 37ºC; Os sinais de Ca2+ foram 

monitorizados num microscópio confocal (Olympus FV1000, Japão) de 20 em 20 segundos. As células 

foram perfundidas (1ml/min) com uma solução de Tyrode; o ATP (100 µM, n=1) e a fenilefrina (PE 10 µM, 

n=1) foram aplicados durante 6 minutos. (A) Imagens de microscopia confocal das células marcadas com a 

sonda fluorescente Fluo-4NW antes e após aplicação dos fármacos (ATP 100 µM e PE 10 µM). Célula 

muscular lisa delimitada por círculo, flanqueada por células endoteliais. A escala corresponde a 50 μm. (B) 

Oscilações dos níveis de Ca2+ intracelular induzido pelo ATP (100 µM, 6 min) e por PE (10 µM, 6 min) em 

células musculares lisas e endoteliais. Entre a aplicação dos fármacos, as células foram lavadas com a 

solução de Tyrode durante 9 min. Os transientes de Ca2+ intracelular foram calibrados para o sinal de cálcio 

induzido pelo ionóforo ionomicina (5µM, 100% de resposta). Cada ponto representa a média obtida a partir 

de 4 células musculares lisas e 11 células endoteliais. As barras pretas horizontais na parte inferior dos 

gráficos indicam o período de exposição ao fármaco. As barras verticais representam o desvio padrão. 
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3. Expressão de recetores A2A e A2B em co-culturas celulares de TCR  

Estudos realizados anteriormente no nosso laboratório demonstram o papel da 

adenosina no relaxamento de TCH por via da ativação dos recetores A2A (musculares) e 

A2B (endoteliais) (Faria et al., 2006). Por outro lado, o efeito relaxante da adenosina no 

TCR parece ser devido apenas à ativação de recetores do subtipo A2A (Valente, 2008; 

Viais, 2011). Neste trabalho avaliou-se a expressão destes dois recetores da adenosina em 

co-culturas de células musculares e endoteliais isoladas do TCR por imunocitoquímica. Os 

resultados mostram que a presença de recetores A2A é mais evidente nas endoteliais, 

embora também exista nas células negativas para a marcação contra a proteína contráctil 

do músculo liso, α-actina (SMA). Não se observou marcação específica contra o recetor 

A2B nas células isoladas do TCR (Figura X).  

DAPI A2A DAPI SMA DAPI A2A SMA 

   

DAPI A2B DAPI SMA DAPI A2B SMA 

   

Figura X: Marcação imunocitoquímica de células musculares lisas e células endoteliais do TCR em co-

cultura com 3 e 4 dias de evolução. (a) Imunorreatividade positiva para o anticorpo contra os recetores A2A 

(vermelho). (b) Imunorreatividade positiva para o anticorpo específico de células musculares lisas (anti-

msSMA-FITC, verde). (c) Sobreposição das duas imagens (a) e (b). (d) Imunorreatividade positiva para o 

anticorpo contra os recetores A2B (vermelho). (e) Imunorreatividade positiva para o anticorpo específico de 

células musculares lisas (anti-msSMA-FITC, verde). (f) Sobreposição das duas imagens (d) e (e). Imagens 

obtidas através de microscópio confocal (Olympus FV1000, Japão). A escala corresponde a 50 µm. 

a b c 

d e f 
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4. Papel dos recetores ionotrópicos P2X1 e P2X3 nas células musculares 

lisas e endoteliais do TCR 

4.1. Expressão de recetores ionotrópicos P2X1 e P2X3 em co-culturas 

celulares de TCR 

Para avaliar a presença de recetores do tipo P2X1 e P2X3 em células musculares 

lisas e em células endoteliais de TCR, realizaram-se ensaios de imunofluorescência 

indireta (Figura XI). Os ensaios de imunolocalização revelaram a presença de recetores 

P2X1 em células que expressam imunorreatividade contra o marcador anti-msSMA-FITC 

e também em células negativas para a marcação contra a α-actina, embora nas últimas a 

densidade de marcação seja menor. Os ensaios de imunolocalização revelaram a presença 

de recetores P2X3 tanto em células que expressam imunorreatividade contra o marcador 

anti-msSMA-FITC (músculo liso) como em células em que a marcação para a actina foi 

negativa (células endoteliais) (Figura XI). 

 

Figura XI: Marcação imunocitoquímica de células de tecido cavernoso de ratazana em co-culturas de células 

musculares lisas e células endoteliais com 3 e 7 dias de evolução. (a) As células exibem imunorreatividade 

positiva contra anticorpo dos recetores P2X1 (vermelho). (b) As células apresentam imunorreatividade 

positiva contra anticorpo específico para células musculares lisas (anti-msSMA-FITC, verde). (c) 

Sobreposição das duas imagens (a) e (b). (d) As células exibem imunorreatividade positiva contra anticorpo 

dos recetores P2X3 (vermelho). (e) As células apresentam imunorreatividade positiva contra anticorpo 

específico para células musculares lisas (anti-msSMA- FITC, verde). (f) Sobreposição das imagens (d) e (e). 

Imagens obtidas através de microscópio confocal (Olympus FV1000, Japão). Escala corresponde a 50 µm. 

DAPI P2X1 DAPI SMA DAPI P2X1 SMA 

 

 

 

DAPI P2X3 DAPI SMA DAPI P2X3 SMA 
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4.2. Envolvimento do recetor P2X1 e P3X3 nas oscilações de [Ca2+]i 

causadas pelo ATP em co-culturas de células de TCR 

A incubação com ATP (300 µM, 2 min) causou aumentos da [Ca2+]i tanto nas 

células musculares como nas células endoteliais isoladas do TCR controlo. O aumento dos 

níveis de [Ca2+]i foi sustentado, embora de pequena amplitude das células musculares lisas. 

Este padrão foi diferente do efeito transitório observado nas células endoteliais; nestas 

células, a aplicação de ATP (300 µM) causou um pico rápido do [Ca2+]i que regressou ao 

nível basal 1 minuto após a aplicação (Figura XII). Apenas o aumento sustentado do 

[Ca2+]i observado nas células musculares lisas foi prevenido pelo antagonista seletivo dos 

recetores P2X1, NF 023 (3 µM, 6 min). O transiente de [Ca2+]i observado nas células 

endoteliais incubadas com ATP (300 µM) não foi significativamente alterado pelo NF 023 

(3 µM, 6 min) (Figura XII). 

 

O antagonista seletivo dos recetores P2X3, A 317491 (100 nM) atenuou (P <0.05) 

as oscilações intracelulares do [Ca2+]i produzidas pelo ATP (300 µM) tanto nas células 

musculares lisas como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XII). Estes 

resultados confirmam a presença de recetores P2X3 funcionantes em ambos os tipos 

celulares, tal como foram observados por imunocitoquímica (Figura XI).   
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 C Células musculares lisas Células endoteliais 

 

  

   ATP (300 µM, 2 min), 28 células  

   + NF 023 (3 µM, 6 min), 20 células 

 ATP (300 µM, 2 min), 18 células 

  + NF 023 (3 µM, 6 min), 25 células 

 

 

     D Células musculares lisas Células endoteliais 

 

  

   ATP (300 µM, 2 min), 28 células 

 + A 317491 (100 nM, 6 min), 22 células 

  ATP (300 µM, 2 min), 18 células 

  + A 317491 (100 nM, 6 min), 9 células 

 

Figura XII: Co-cultura de células musculares lisas e de células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de 

ratazana, com 5 dias de subcultura. As células foram incubadas com a sonda sensível ao cálcio Fluo-4NW 
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(2.5 µM, em PBS contendo 2,5% de ácido plurónico), durante 50 min a 37ºC; Os sinais de Ca2+ foram 

monitorizados em microscópio confocal (Olympus FV1000, Japão) de 20 em 20 segundos. As células foram 

perfundidas (1ml/min) com uma solução de Tyrode. (A) Imagens de microscopia confocal das células 

marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW, antes e após aplicação de ATP (300µM, 2 min, n=1). Escala 

corresponde a 50 µm. (B) Oscilações dos níveis de Ca2+ intracelular causadas pela aplicação de ATP 

(300µM, 2 min, n=1). Cada ponto representa a média de 28 células musculares e 18 células endoteliais; (C) 

Oscilações dos níveis de Ca2+ intracelular causadas pela aplicação de ATP (300µM, 2 min, n=1) na ausência 

do agonista representado a cinzento. Cada ponto representa a média de 28 células musculares e 18 células 

endoteliais; e na presença do antagonista seletivo P2X1, NF 023 (3 µM, 6 min, n=1), representado a preto. 

Cada ponto representa a média obtida a partir de 20 células musculares e de 25 células endoteliais. Os 

transientes de Ca2+ intracelular foram calibrados para o sinal de cálcio induzido pelo ionóforo ionomicina 

(5µM, 100% de resposta). (D) Oscilações dos níveis de [Ca2+]i induzido por ATP (300µM, 2 min, n=1), na 

ausência de antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 28 células 

musculares e 18 endoteliais; e na presença do antagonista seletivo P2X3, o A 317491 (100 nM, 6 min, n=1), 

representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 22 células musculares e 9 endoteliais; 

Transientes de Ca2+ intracelular foram calibrados para o sinal de cálcio induzido pelo ionóforo ionomicina 

(5µM, 100% de resposta). As barras pretas horizontais, inferiores a cada gráfico, indicam o período de 

exposição fármaco. As barras verticais representam o desvio padrão. *P <0.05 representa uma diferença 

significativa.  

 

Comparando a atenuação da resposta das células ao ATP (300 µM) pelos 

antagonistas seletivos para os recetores P2X1 e P2X3, verifica-se que nas células 

musculares lisas ambos os compostos antagonizam o efeito do nucleótido. A atenuação do 

efeito do ATP é mais evidente na fase mais tardia da resposta. O mesmo não se verificou 

nas células endoteliais. Nestas células, o efeito do antagonista P2X3, A 317491 (100 nM), 

foi mais evidente que o do antagonista P2X1, NF 023 (0,3 µM), sugerindo que os recetores 

P2X3 estão predominantemente envolvidos nos transientes de [Ca2+]i induzidos pelo ATP 

nas células endoteliais do tecido cavernoso de ratazana. 
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5. Papel dos recetores metabotrópicos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 nas células 

musculares lisas e endoteliais de TCR 

5.1. Expressão de recetores metabotrópicos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 em co-

culturas celulares de TCR 

 
A presença de recetores P2Y em culturas celulares isoladas de TCR foi avaliada 

através de ensaios de imunofluorescência indireta (Figura XIII). As células exibem 

imunorreatividade contra os recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 (vermelho) observada tanto 

em células musculares lisas (SMA positivas, verde) como em células (endoteliais) 

negativas para este marcador, embora nas últimas a densidade destes recetores seja maior.  

Figura XIII: Marcação imunocitoquímica de células de TCR, em co-cultura de células musculares lisas e 

endoteliais, com 6 dias de subcultura. (a) Células marcadas positivamente para recetores P2Y1 (vermelho). 

(b) As células apresentaram imunorreatividade positiva em relação ao marcador específico para células 

musculares lisas, SMA-FITC (verde). (c) Sobreposição das duas imagens (a) e (b). (d) Células marcadas 

positivamente para recetores P2Y12 (vermelho). (e) As células apresentaram imunorreatividade positiva em 

relação ao marcador específico para células musculares lisas, SMA-FITC (verde). (f) Sobreposição das duas 

imagens (d) e (e). (g) Células marcadas positivamente para recetores P2Y13 (vermelho). (h) Células 

apresentaram imunorreatividade positiva em relação ao marcador específico para células musculares lisas, 

SMA-FITC (verde). (i) Sobreposição das duas imagens (g) e (h). Imagens obtidas através de microscópio 

confocal (Olympus FV1000, Japão). A escala corresponde a 50 µm. 
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5.2.  Envolvimento dos recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 nas oscilações de [Ca2+]i 

causadas pelo ADP em co-culturas de células de TCR  

A incubação com ADP (300 µM, 2 min) causou aumentos de [Ca2+]i tanto nas células 

musculares como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XIV). O aumento dos 

níveis de [Ca2+]i  foi sustentado, embora de pequena amplitude das células musculares lisas. 

Este padrão foi diferente do efeito transitório observado nas células endoteliais; nestas 

células, a aplicação de ADP (300 µM) causou um aumento transitório dos níveis de [Ca2+]i 

que regressou ao nível basal antes da suspensão da sua aplicação (Figura XIV). O aumento 

dos níveis de [Ca2+]i observado tanto nas células musculares lisas como nas células 

endoteliais foi prevenido na presença de antagonistas seletivos dos recetores P2Y1, P2Y12 e 

P2Y13, respetivamente MRS 2179 (0,3 µM), AR-C 66096 (0,1 µM) e MRS 2211 (10 µM), 

aplicados 6 minutos antes do  ADP (300 µM), (Figura XIV). Estes resultados confirmam a 

funcionalidade dos recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 expressos nas células musculares lisas 

(SMA positivas) e endoteliais (SMA negativas) por imunocitoquímica (ver Figura XIV). 
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  C        Células musculares lisas             Células endoteliais 

 

  

           ADP (300 µM, 2 min), 14 células 

          + MRS 2179 (3 µM, 2 min), 14 células  

           ADP (300 µM, 2 min), 11 células 

           + MRS 2179 (3 µM, 2 min), 17 células 

 

 D        Células musculares lisas              Células endoteliais  

 

  
        ADP (300 µM, 2 min), 14 células 

      + AR-C66096 (0,1 µM, 2 min), 18 células 

          ADP (300 µM, 2 min), 11 células 

          + AR-C 66096 (0,1 µM, 2 min), 23 células 

 

      E             Células musculares lisas           Células endoteliais 

 

  

            ADP (300 µM, 2 min), 14 células 

          + MRS 2211 (10 µM, 2 min), 22 células 

        ADP (300 µM, 2 min), 11 células 

        + MRS 2211 (10 µM, 2 min), 23 células 

 

Figura XVI: Co-cultura de células musculares lisas e células endoteliais obtidas de tecido cavernoso de 

ratazana controlo, com 3 dias de subcultura. As células foram incubadas com sonda sensível ao cálcio Fluo-
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4NW (2.5 µM, em PBS contendo 2,5% de ácido plurónico), durante 50 min, a 37ºC; Os sinais de Ca2+ foram 

monitorizados em microscópio confocal (Olympus FV1000, Japão) de 20 em 20 segundos. As células foram 

perfundidas (1ml/min) com uma solução de Tyrode. (A) Imagens de microscopia confocal das células 

indicadas marcadas com a sonda fluorescente Fluo-4NW, antes e após aplicação de ADP (300µM, 2 min, 

n=1). Escala corresponde a 50 µm. (B) Oscilações dos níveis de [Ca2+]i induzido por ADP (300µM, 2 min, 

n=1). Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 11 endoteliais; (C) 

Oscilações dos níveis de [Ca2+]i induzido por ADP (300µM, 2 min, n=1),  na ausência do antagonista, 

representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 11 

endoteliais; e na presença do antagonista seletivo do recetor P2Y1, o MRS 2179 (0,3 µM, 2 min, n=1), 

representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares lisas e 17 

células endoteliais; (D) Oscilações dos níveis de [Ca2+]i induzido por ADP (300µM, 2 min, n=1) na ausência 

de antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células 

musculares lisas e 11 endoteliais; e oscilações dos níveis de [Ca2+]i induzido por ADP (300µM, 2 min, n=1),  

na presença do antagonista do recetor seletivo P2Y12, AR-C 66096 (0,1 µM), 2 min, n=1), representado a 

preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 18 células musculares lisas e 23 endoteliais; (E) 

Oscilações dos níveis de Ca2+ intracelular induzido por ATP (300µM, 2 min, n=1) na ausência de 

antagonista, representado a cinzento. Cada ponto representa a média obtida a partir de 14 células musculares 

lisas e 11 endoteliais; e na presença do antagonista seletivo do recetor P2Y13, MRS 2211 (10 µM, 2 min, 

n=1), representado a preto. Cada ponto representa a média obtida a partir de 22 células musculares lisas e 23 

endoteliais. Transientes de Ca2+ intracelular foram calibrados para o sinal de cálcio induzido pelo ionóforo 

ionomicina (5µM, 100% de resposta). As barras pretas horizontais, inferiores a cada gráfico, indicam o 

período de exposição fármaco. As barras verticais representam o desvio padrão. *P <0.05 representa uma 

diferença significativa.  

 

Comparando a atenuação da resposta das células ao ADP (300 µM) pelos 

antagonistas seletivos para os recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13, verifica-se que a mesma foi 

observada tanto nas células endoteliais como nas células musculares lisas. No entanto, a 

atenuação do efeito do ADP foi mais evidente nas células endoteliais, sugerindo que os 

recetores P2Y1, P2Y12 e P2Y13 estarão provavelmente mais envolvidos nos transientes de 

[Ca2+]i induzidos pelo ADP nas células endoteliais do tecido cavernoso de ratazana 

confirmando as observações por imunohistoquímica (Figura XIII).   
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Capítulo IV - Discussão 
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Embora se tenha demostrado o papel fundamental dos modelos animais na 

compreensão dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na disfunção erétil, surgiu a 

necessidade de estabelecer um protocolo exequível usando culturas primárias de tecido 

cavernoso de ratazana para se investigarem os mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos na DE de origem vasculogénica. Considerando que o tecido cavernoso consiste 

numa mistura heterogénea constituída maioritariamente por células musculares lisas e 

células endoteliais, o isolamento dos dois componentes celulares a partir do TCR pode 

oferecer a possibilidade de definir as características moleculares e funcionais de cada tipo 

celular numa matriz mais simples. 

Porém, inúmeras dificuldades técnicas foram encontradas na obtenção de culturas 

primárias a partir de TCR, sendo de salientar a reduzida quantidade de células viáveis 

obtidas no final do processo de isolamento deste tecido (Chung et al., 2012). Face a estes 

resultados houve a necessidade de recorrer à alteração do meio de cultura DMEM, para 

M199, um meio mais enriquecido em sais inorgânicos, aminoácidos, vitaminas entre 

outros, mostrando ser o mais adequado para o crescimento e manutenção deste tipo de 

células (Pilatz et al., 2005; Yin et al., 2012). Outra condicionante a salientar, diz respeito à 

dificuldade na obtenção de culturas primárias de TC isentas de contaminações bacterianas, 

porventura devido à excessiva manipulação do tecido (Chung et al., 2012). Este fator 

prolongou o tempo necessário para a otimização do protocolo. Para reduzir possíveis 

origens de contaminação microbiológica resultante do tempo de exposição / manipulação 

do tecido, utilizou-se uma técnica assética e a desinfeção sistemática de uma região 

alargada da pele do animal. O tempo de exposição do tecido recolhido ao meio de 

descontaminação AB10x foi aumentado para 3 ciclos de 30 minutos cada e dessa forma 

conseguiram, por fim, obter-se culturas isentas de contaminações bacterianas. 

Outro fator que prolongou a otimização desta técnica de isolamento e cultura 

celular foi o facto destas células se destacarem muito facilmente das caixas de cultura, 

perdendo-se uma grande quantidade de células durante o processo de manutenção das 

culturas devido a mudanças de meio, marcação imunocitoquímica e ensaios funcionais. 

Houve, assim, a necessidade de selecionar um fator de adesão que prolongasse a 

viabilidade celular até ao final do processo. Para tal, recorreu-se ao revestimento prévio 

das caixas de cultura com gelatina 2% em H2O (Sigma). Quando em contacto com uma 

superfície de adesão porosa, as células polarizam de forma similar à situação in vivo, 

verificando-se um melhoramento da funcionalidade das células e uma maior proliferação 
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celular (Freshney et al., 2006). Nestas condições as células não se destacaram da superfície 

das caixas durante o processo de caracterização fenotípica e ensaios funcionais, revelando 

ser um procedimento fundamental para a obtenção e manutenção de células de TCR 

viáveis (Yin et al., 2012).  

No sentido de aumentar a densidade e promover a viabilidade das culturas, 

recorreu-se à literatura para determinar o processo de isolamento que mais de adequava a 

esta investigação. Destacaram-se dois tipos de protocolos, a técnica do explante (Chung et 

al., 2012; Doyle et al., 2012) e a técnica da dissociação enzimática (Pilatz et al., 2005; 

Song et al., 2009; Yin et al., 2012). Estas técnicas diferem fundamentalmente no processo 

inicial de isolamento das células em que, no segundo caso, se recorre a enzimas para 

auxiliar a digestão do tecido. Na execução de ambas as técnicas, já com as alterações 

acima descritas, foi possível observar diferenças no tempo de crescimento, na densidade e 

na viabilidade celular. Pela técnica do explante, as células apresentam uma morfologia 

característica das células de tecido cavernoso, permanecendo viáveis durante mais tempo. 

De destacar, também, que o processo de migração celular a partir dos explantes foi mais 

acelerado, atingindo-se a confluência desejada 10-12 dias após o início da cultura, 

enquanto na digestão enzimática foram necessários mais de 15 dias. Além do processo ser 

mais moroso, na digestão enzimática, as células expressavam alguns sinais de 

envelhecimento e, consequentemente, uma taxa de viabilidade inferior. De acordo com os 

resultados obtidos, a técnica do explante demonstrou ser a mais adequada a um protocolo 

de rotina no isolamento do TCR para obter co-culturas de células musculares lisas e 

endoteliais. O recurso a enzimas digestivas proteolíticas, como a colagenase e protéase, 

acelera o processo de dissociação das células por clivagem das suas ligações. No entanto, 

neste caso, tornou-se uma desvantagem. Face aos resultados desta investigação, estas 

enzimas, parecem provocar efeito de toxicidade interferindo na integridade celular devido 

à destruição de proteínas da superfície (Ryan, 2008; Bernas et al., 2010; Yin et al., 2012). 

A caracterização fenotípica e avaliação da expressão de recetores purinérgicos nas 

células de tecido cavernoso em cultura são possíveis através da técnica de 

imunofluorescência indireta. Neste caso, por se tratarem de co-culturas de células 

musculares lisas e endoteliais, houve a necessidade de caracterizar cada tipo celular 

envolvido recorrendo a anticorpos específicos, para posteriormente se avaliar quais os 

recetores purinérgicos presentes em cada tipo celular (Privratsky et al., 2010; Chung et al., 

2012). 
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As culturas celulares isoladas de TCR apresentam uma população heterogénea e, 

através das imagens obtidas (Figura VIII), foi possível detetar duas populações celulares 

distintas. Algumas células apresentam imunorreatividade positiva contra a proteína 

contráctil, α-actina (anti-msSMA-FITC), característica das células musculares lisas (Chung 

et al., 2012). No entanto, verificou-se que outras células não marcavam positivamente com 

o anticorpo (anti-msSMA-FITC), sendo detetadas pela marcação nuclear por DAPI e 

através da marcação com o anticorpo anti-PECAM-1/CD31 (anti-gtPECAM-1/CD31) 

(Figura VIII) (Privratsky et al., 2010; Chung et al., 2012). As células que apresentam 

imunorreatividade contra a α-actina (marcação verde) exibem uma morfologia 

característica, apresentam maiores dimensões e um padrão estriado com inúmeros 

prolongamentos característicos das fibras musculares. As restantes células que não marcam 

positivamente com esse anticorpo (anti-msSMA-FITC) e apresentam imunorreatividade 

contra o marcador de superfície das células endoteliais, PECAM-1/CD31, são células de 

menores dimensões e revelam uma morfologia fusiforme e muitas vezes poliédrica com 

um padrão de marcação “pontilhado”, sugerindo a tendência para se disporem em formas 

circulares (neovasos).  

Estes resultados sugerem que, nesta fase de diferenciação, as células endoteliais e 

musculares lisas vasculares em co-cultura apresentam uma morfologia típica, muitas vezes 

distinta, mas nem sempre fácil de observar ao microscópio na ausência de marcadores 

específicos. Por se tratar de um estudo preliminar, a caracterização imunofenotípica destas 

células carece de um maior número de quantificações, principalmente porque a marcação 

para o PECAM-1/CD31 não foi consistente em todos os ensaios. Por este motivo, optou-se 

por recorrer sistematicamente à marcação com SMA nos ensaios de imunocitoquímica; 

face aos resultados apresentados, considerou-se que as células SMA positivas seriam do 

tipo muscular, enquanto as células negativas para a marcação contra SMA seriam do tipo 

endotelial.  

Devido às dificuldades na diferenciação morfológica destes dois tipos celulares em 

culturas de células viáveis para estudos funcionais, tentou-se neste trabalho encontrar uma 

alternativa à diferenciação imunofenotípica. Para tal, recorreu-se a um método baseado na 

resposta diferencial das células musculares e endoteliais marcadas com uma sonda 

fluorescente sensível ao Ca2+, Fluo-4NW, por microscopia confocal funcional.  
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 Os recetores adrenérgicos α1 são uma família de recetores acoplados à proteína G 

que, quando ativados, promovem o aumento dos níveis citosólicos de Ca2+ pela ativação de 

vias de mobilização de Ca2+ intra e extracelulares. Estes recetores estão presentes no 

músculo liso vascular (Vargas & Gorman, 1995). Ao ativar os recetores α1 das fibras 

musculares lisas, a PE induz o aumento da [Ca2+]i estimulando a contração muscular 

(Thiele et al., 2011). Como as células endoteliais são pobres em recetores deste tipo, é de 

presumir que estas respondam de forma diferencial à PE.  

O ATP tem a capacidade de induzir o influxo de Ca2+ através da membrana celular 

por intermédio de canais iónicos ativados por recetores P2X, principalmente em células 

excitáveis (e.g. células musculares). O ATP também tem a capacidade de ativar a 

libertação deste catião a partir das reservas intracelulares, por ativação de recetores 

metabotrópicos P2Y em células com elevada resistência à despolarização, como as células 

do endotélio vascular. A elevação dos níveis intracelulares de Ca2+ no endotélio vascular 

pode promover a síntese e libertação de substâncias vasoativas (como o NO e a 

prostaciclina), conduzindo à vasodilatação (Calvert et al., 2008). Assim, a avaliação da 

cinética de ativação / dessensibilização dos recetores P2 nas células endoteliais e 

musculares do TCR, a par da resposta muscular induzida pelo agonista α1, poderão 

constituir a base do método proposto para a identificação e caracterização das duas 

populações celulares, mantendo a sua viabilidade funcional. 

Os resultados mostram que as células endoteliais reagem ao ATP (100 µM) através 

de um aumento rápido, embora transitório, dos níveis intracelulares de [Ca2+]i. Este padrão 

de resposta foi diferente do aumento sustentado e de pequena amplitude que as células 

musculares exibem em resposta ao ATP (100 µM) (Figura IX). Contrariamente às células 

endoteliais, as células musculares lisas exibem uma resposta de [Ca2+]i consistente e 

sustentada quando incubadas com o agonista dos recetores α1 adrenérgicos, PE (10 µM) 

(Figura IX). 

Sabe-se que as células endoteliais expressam recetores P2Y para o ATP, cuja 

ativação estimula a atividade da fosfolipase C, gerando DAG e IP3. Por sua vez, o IP3 

promove a libertação de Ca2+ do retículo endoplasmático para o citosol (Pearson el al., 

1983; Palmer et al., 1998). O resultado funcional do aumento dos níveis intracelulares de 

Ca2+ nas células endoteliais é promovido pela ativação da eNOS, através da interação da 

Ca2+-calmodulina com o domínio de ligação Ca2+-calmodulina da eNOS (Michel et al., 
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1997; Marrero et al., 1999). A síntese, e subsequente libertação de NO, desencadeiam o 

relaxamento das fibras musculares lisas dos corpos cavernosos penianos e, consequente 

ereção. Observando as repostas ao ATP nas duas populações celulares isoladas do TCR 

pode concluir-se que os níveis intracelulares de Ca2+ resultantes foram superiores nas 

células endoteliais relativamente às células musculares lisas.  

Estudos funcionais em TCH realizados no nosso laboratório sugerem que recetores 

A2A da adenosina são expressos em células musculares lisas, interferindo no mecanismo de 

relaxamento muscular. Já os recetores A2B localizam-se, aparentemente, nas células 

endoteliais. Considerando estes resultados, surgiu o interesse de avaliar a expressão e 

distribuição regional dos recetores A2A e A2B em células de TCR. Para tal, realizaram-se 

ensaios de imunocitoquímica, em cultura de células isolada de TCR controlo, recorrendo a 

marcação diferencial de modo a identificar a presença destes recetores em células 

musculares lisas, co-localizadas com -actina e em células endoteliais, que não expressam 

marcação anti-SMA-FITC. As células de TCR em cultura exibem imunorreatividade 

positiva contra recetor A2A, tanto em células musculares lisas (positivas para SMA) como 

em células negativas para o marcador SMA, que apresentam uma morfologia semelhante 

às células endoteliais (Figura X). A presença de recetores A2A nas células musculares lisas 

vai de encontro aos resultados funcionais obtidos em TCH, justificando a preponderância 

deste recetor no mecanismo de relaxamento do tecido cavernoso. A expressão dos 

recetores A2A em células endoteliais isoladas de TCR justifica o facto do efeito relaxante 

do agonista seletivo destes recetores, CGS21680C, depender da libertação de NO e 

prostanóides a partir do endotélio vascular neste modelo animal (Valente, 2008; Viais, 

2011). 

De forma semelhante, pode verificar-se através das imagens obtidas (Figura X) que 

os recetores A2B não estão expressos em ambos os tipos celulares de TCR. Estes resultados 

são contrários aos estudos funcionais verificados em TCH; neste tecido estes recetores 

parecem estar presentes nas células endoteliais. A disparidade dos resultados reforça a 

hipótese de que o mecanismo envolvido na ereção do modelo animal estudado pode não 

ser exatamente o mesmo da resposta erétil humana. Esta hipótese é também apoiada por 

estudos anteriores realizados no nosso laboratório que sugerem que o efeito da adenosina, 

no relaxamento do TCR é menos pronunciado em ratazanas, quando comparando com o 

registado no humano (Valente, 2008; Viais, 2011). No entanto, serão necessários mais 

ensaios para confirmar estes resultados. 
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Está descrito que os recetores P2X1 são responsáveis por respostas 

vasoconstritoras, como consequência de liberação de ATP a partir de nervos perivasculares 

simpáticos (Burnstock, 1986; Gur et al., 2009). No entanto pouco se sabe relativamente aos 

mecanismos envolvidos na vasoconstrição mediada P2X. Para avaliar a presença de 

recetores do tipo P2X1 e P2X3 em células musculares lisas e em células endoteliais de 

TCR controlo, realizaram-se ensaios de imunofluorescência indireta utilizando marcadores 

específicos (Figura XI). Os ensaios de imunolocalização revelaram a presença de recetores 

P2X1 tanto nas células musculares lisas como nas células endoteliais, embora nas últimas a 

densidade destes recetores seja menor. Os ensaios de imunolocalização revelaram a 

presença de recetores P2X3 tanto em células que expressam imunorreatividade contra o 

marcador anti-msSMA-FITC (músculo liso) como em células em que a marcação para a -

actina foi negativa (células endoteliais) (Figura XI).  

A expressão de recetores P2X1 nas células musculares lisas do tecido cavernoso 

justifica a sua implicação no processo de detumescência (Lee et al., 2000; Lewis & Evans, 

2000; Wang et al, 2002); a identificação de recetores P2X1 em células endoteliais, embora 

rara também já foi verificada (Ray et al., 2002; Harrington & Mitchell, 2004 Gur et al., 

2009). Contrariamente aos dados relativos aos recetores P2X1, pouco se sabe sobre o 

envolvimento de recetores P2X3 na ereção. Os resultados obtidos neste estudo mostraram 

uma marcação mais exuberante dos recetores P2X3, comparativamente aos recetores P2X1 

em células isoladas de TCR. Estas diferenças podem justificar o envolvimento preferencial 

dos recetores P2X3 na atividade contráctil do tecido cavernoso de ratazana (dados não 

mostrados) e reforçam as diferenças existentes entre o funcionamento do tecido cavernoso 

de ratazana e o humano. 

Neste estudo, avaliou-se o envolvimento dos recetores P2X1 e P2X3 na regulação 

dos níveis de [Ca2+]i recorrendo a antagonistas seletivos. Nas células musculares lisas, o 

efeito do ATP (300 µM) foi atenuado pelos antagonistas seletivos dos recetores P2X1 e 

P2X3, respetivamente NF 023 (3 µM) e A 317491 (100 nM). O mesmo não se passou nas 

células endoteliais, onde apenas o antagonista dos recetores P2X3 teve um efeito de 

atenuação significativa da resposta do ATP, enquanto o NF 023 foi inoperante (Figura 

XII). O antagonista seletivo dos recetores P2X3, A 317491 (100 nM) atenuou (P <0.05) as 

oscilações intracelulares do [Ca2+]i produzidas pelo ATP (300 µM) tanto nas células 

musculares lisas como nas células endoteliais isoladas do TCR (Figura XII). Estes 
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resultados confirmam a presença de recetores P2X3 funcionantes em ambos os tipos 

celulares, tal como foram observados por imunocitoquímica (Figura XI).   

Resultados anteriores mostraram que a ativação de recetores P2X3, mas também 

P2X1, pelo ATP contraria parcialmente o efeito relaxante do nucleótido no TCR, apoiando 

os dados obtidos nas experiências onde se demonstrou que o ATP favorece a acumulação 

de [Ca2+]i nas células musculares lisas em cultura por intermédio da estimulação de 

recetores ionotrópicos P2X1 e P2X3. Permanece por explicar a repercussão sobre o 

funcionamento do tecido cavernoso resultante dos transientes de [Ca2+]i induzidos pelo 

ATP,  por via da ativação de recetores P2X3 nas células endoteliais isoladas do TCR. Em 

estudos anteriores do nosso grupo (Faria et al., 2012, Soc. Port. Farmacologia), 

demonstrou-se que o ATP induz uma resposta contráctil transitória no tecido cavernoso 

humano através da ativação de recetores P2X1 que leva à libertação endotelial de 

prostanóides, nomeadamente TXA2, capazes de estimular recetores TP no músculo liso 

vascular. O envolvimento de recetores ionotrópicos P2X3 no tecido cavernoso humano 

carece de investigação, no entanto ensaios preliminares realizados no nosso laboratório em 

TCH não incluem a influência do P2X3 neste mecanismo. 

De forma análoga, para avaliar a expressão de recetores metabotrópicos P2Y 

envolvidos na atividade das células musculares lisas e endoteliais do TCR recorreu-se a 

ensaios de imunofluorescência indireta. Os resultados mostram que as células musculares 

lisas (SMA positivas), bem como as células (endoteliais) negativas para o marcador 

muscular, expressam recetores dos subtipos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 sensíveis ao ADP; 

embora se verifique uma marcação mais intensa nas células endoteliais (Figura XIII). Estes 

resultados complementam os dados publicados em estudos anteriores demonstrando a 

presença de recetores P2Y1 tanto em células endoteliais como em células musculares lisas 

do TCR (Gur et al., 2009). Os resultados do estudo da dinâmica de [Ca2+]i nas células 

musculares e endoteliais do TCR em co-cultura comprovam que todos estes recetores se 

encontram funcionantes. À semelhança do ATP, a incubação das células com ADP (300 

µM) causou aumentos dos níveis de [Ca2+]i tanto nas células musculares lisas (aumento 

ligeiro mas sustentado) como nas células endoteliais (aumento rápido de maior amplitude, 

mas transitório). Em qualquer dos tipos celulares, os aumentos do [Ca2+]i induzidos pelo 

ADP (300 µM) foram atenuados pelos antagonistas seletivos dos recetores P2Y1 (MRS 

2179, 0,3 µM), P2Y12 (AR-C66096, 0,1 µM) e P2Y13 (MRS 2211, 10 µM) (Figura XIV). 

Também no tecido cavernoso humano, o bloqueio dos recetores P2Y12 e P2Y13 atenuou a 
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resposta contráctil do ADP, embora esta não tenha sido modificada na presença do 

antagonista seletivo P2Y1, MRS 2179 (0,3 µM) (Faria et al., 2012, Soc. Port. 

Farmacologia). Estudos demostram a expressão do recetor P2Y12 em plaquetas e referem 

que este recetor também pode ser expresso em células endoteliais dos capilares cerebrais e 

em células do músculo liso vascular contribuindo para a vasoconstrição (Wihlborg et al., 

2004). No entanto, o papel preciso do recetor P2Y12 nesses locais ainda está sob 

investigação (Marteau et al., 2003). 

Aparentemente, tanto no homem (Faria et al., 2012) como na ratazana (Govindan et 

al., 2010), os recetores P2Y1 estão predominantemente envolvidos no relaxamento do 

tecido cavernoso, que é subsequente à libertação de fatores relaxantes derivados do 

endotélio (Ralevic & Burnstock, 1998). O efeito relaxante produzido pela ativação de 

recetores P2Y1 parece tornar-se mais evidente em doentes diabéticos com DE 

vasculogénica (Faria et al., 2008), uma situação em que as ações dos outros dois recetores 

sensíveis ao ADP, P2Y12 e P2Y13, se encontram atenuadas. Se o aumento dos níveis de 

[Ca2+]i produzido pela ativação de recetores P2Y1 nas células endoteliais pode explicar 

facilmente a libertação de fatores relaxantes derivados do endotélio, como o NO por 

indução da NOS, já não é tão fácil compatibilizar a acumulação intracelular de [Ca2+]i nas 

células musculares lisas com o efeito relaxante do tecido cavernoso produzido pela 

ativação deste recetor.    
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Ao longo deste trabalho foi possível estabelecer um protocolo simples e eficaz para 

obtenção de culturas primárias de células de TCR. Este trabalho sugere alterações aos 

protocolos experimentais existentes na literatura que nos parecem fundamentais para 

garantir o sucesso do isolamento e viabilidade das células de TCR. Recorrendo a técnica de 

imunofluorescência indireta foi, ainda, possível caracterizar fenotipicamente as células 

isoladas do TCR, o que permitiu confirmar a presença de células musculares lisas e 

endoteliais nas co-culturas isoladas deste tecido. Isto é, encontraram-se células 

imunorreativas contra a proteína contrátil α-actina, marcador específico de células 

musculares lisas, e células que marcam positivamente com o anticorpo anti-PECAM-

1/CD31, marcador específico de células endoteliais. Para além da marcação 

imunofenotípica, estas células apresentam morfologias características. Constatámos que as 

células musculares lisas apresentam maiores dimensões, inúmeros filamentos de actina e 

exibiam um padrão citoplasmático estriado, característico das fibras musculares, enquanto 

as células endoteliais apresentam menor tamanho, forma fusiforme evoluindo para 

poliédrica e um padrão citoplasmático pontilhado.  

Paralelamente estabeleceu-se um protocolo experimental para diferenciar 

funcionalmente estas células em co-cultura mantendo a sua viabilidade. Para tal, avaliámos 

a dinâmica do Ca2+ intracelular em célula única, por microscopia confocal com sonda 

fluorescente, em resposta a agonistas específicos. As células com características 

morfológicas das células musculares lisas reagiram à PE (10 μM) com uma elevação 

sustentada dos níveis intracelulares de Ca2+; estas células responderam muito pouco à 

perfusão com ATP (100 μM). Já as células com características morfológicas das células 

endoteliais (PECAM-1/CD31+ e SMA-) responderam de forma vigorosa à aplicação de 

ATP (100 μM), sendo notável um aumento significativo dos níveis intracelulares de Ca2+, 

enquanto a aplicação de PE (10 μM) não alterou significativamente a fluorescência basal. 

Este método permite, assim, diferenciar funcionalmente as células musculares das células 

endoteliais em tempo real e sem que estas percam a viabilidade para ensaios visando a sua 

caracterização da sua atividade.  

Este trabalho revelou-se importante na avaliação da atividade dos recetores 

purinérgicos em co-culturas de células musculares e endoteliais do TCR, visando a sua 

utilização como modelo para o estudo da disfunção erétil vasculogénica. Mostrámos que os 

recetores A2A da adenosina parecem estar localizados tanto nas células musculares lisas 

como em células endoteliais, e que os recetores A2B não são expressos nestas células, 
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justificando a ação predominante dos primeiros no relaxamento do TCR. Parece existir, 

contudo, uma discrepância entre a expressão / localização destes dois subtipos de recetores 

no tecido cavernoso humano e de ratazana, já que no homem os recetores A2A e A2B 

parecem estar localizados respetivamente nas fibras musculares e no endotélio vascular 

enquanto na ratazana o papel dos recetores A2A parece predominar nas duas células e os 

A2B não se expressam neste modelo animal. 

O tecido cavernoso humano e de ratazana também parecem diferir no que respeita à 

expressão funcional dos dois recetores ionotrópicos P2X1 e P2X3. Enquanto o recetor 

responsável pelo efeito contracturante do ATP no homem parece ser o recetor P2X1, esse 

predomínio é repartido na ratazana com os recetores P2X3. Relativamente aos recetores 

metabotrópicos P2Y1, P2Y12 e P2Y13 sensíveis ao ADP, a sua expressão e atividade sobre 

os níveis de [Ca2+]i foi confirmada tanto nas células musculares como nas células 

endoteliais. Enquanto os recetores P2Y12 e P2Y13 parecem exercer um efeito duplo 

(contracturante e relaxante) no tecido cavernoso humano e de ratazana, os recetores P2Y1 

possuem um efeito relaxante preferencial, sobretudo no homem, que não pode ser 

explicado facilmente pelas variações intracelulares dos níveis de [Ca2+]i.  
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