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A presenca de um par de 6rgaos copuladores, os hemipénis, é a
caracteristica mais singular do grupo Squamata, que relne as serpentes e 0s
lagartos. Para que ocorra a erecdo, o hemipénis sofre ingurgitamento dos corpos
cavernosos por sangue e linfa, além de contar com o auxilio da contracdo do
musculo propulsor do pénis e o relaxamento do musculo retrator. O coito nestes
animais pode durar até 28 horas, porém, 0s mecanismos envolvidos, as estruturas e
sua base farmacolégica de funcionamento sdo ainda pouco conhecidas.

O hemipénis consiste de dois corpos cavernosos funcionalmente
concéntricos, um deles contendo feixes de fibras musculares lisas. Em mamiferos,
sintases de NO neuronais e endoteliais estdo presentes em estruturas neurais e no
endotélio, respectivamente, enquanto a guanilato ciclase soluvel e PDE5
(fosfodiesterase tipo 5) estao expressas no musculo liso trabecular.

Partindo disto, para investigar as vias presentes no tecido das cobras, foram
construidas curvas concentracao-resposta cumulativas de relaxamento para a
acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sodio (SNP), BAY41-2272 e tadalafil em corpos
cavernosos de Crotalus (CCC) pré-contraidos com fenilefrina. Relaxamentos
induzidos por estimulo elétrico (EFS) também foram feitos na auséncia e presenca
de L-NAME (100 mm), ODQ (10 mM) e tetrodotoxina (TTX, 1 mM).

Em CCC pré-contraidos, o relaxamento dependente de frequéncia, gerado
por EFS, durou trés vezes mais do que aqueles em CC mamiferos. Embora estes
relaxamentos sejam praticamente abolidos por L-NAME ou ODQ, eles nao foram
afetados pela TTX. Em contraste, o EFS promoveu relaxamento em corpos

cavernosos de sagui que haviam sido incubados com TTX.
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The presence of a pair of copulatory organs, the hemipenes, is the most
unigue feature of the group Squamata, which includes snakes and lizards. For an
erection to occur, the hemipenes suffer engorgement of the corpora cavernosa with
blood and lymph, besides counting with the aid of contraction of the propellant
muscle and relaxation of penis retractor muscle. Coitus in these animals can last up
to 28 hours, however, the mechanisms involved, the structures and their
pharmacological basis are still little known.

The hemipenis consists of two concentric functionally cavernous bodies, one
containing bundles of smooth muscle fibers. In mammals, neuronal NO synthases
and endothelial cells are present in the endothelium and neuronal structures,
respectively, whereas the soluble guanylate cyclase and PDES5 (phosphodiesterase
type 5) are expressed in trabecular smooth muscle.

To investigas the tissue were constructed cumulative concentration-response
curves for relaxation to acetylcholine (Ach), sodium nitroprusside (SNP), BAY41-
2272 and tadalafil in the corpora cavernosa of Crotalus (CCC) pre contracted with
phenylephrine. Relaxations induced by electrical stimulation (EFS) was also tested in
the presence and absence of L-NAME (100 mm), ODQ (10 mM) and tetrodotoxin
(TTX, 1 mM).

In precontracted CCC, dependent relaxation frequency generated by EFS last
three-times more than those in DC mammals. Although these relaxations are virtually
abolished by L-NAME or ODQ, they were not affected by TTX. In contrast, EFS
caused a relaxation of the corpus cavernosum in marmosets that had been incubated

with TTX.
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1.1. Anatomia, inervac¢ao e hemodinamica peniana.

Em todos os mamiferos, o s€men é depositado no trato reprodutivo feminino por
um 6rgdo intromitente, o pénis. Existem dois tipos basicos: a) pénis vascular, presente
na maioria dos grupos, incluindo a ordem dos primatas e b) pénis fibroeldstico, como na
ordem dos artiodatilos (animais com casco e nimero par de dedos nas patas) .

O pénis vascular humano € anatomicamente composto por trés estruturas
cilindricas de tecido erétil: dois corpos cavernosos dorsalmente dispostos e unidos por
um septo e, ventralmente localizado ", o corpo esponjoso, que contém a uretra peniana
e se expande na porcdo distal para formar a glande . O corpo cavernoso contém
tecido sinusoidal distensivel, essencial para o processo erétil. Uma dura cdpsula fibrosa
nao distensivel, a tdnica albuginea, reveste os corpos cavernosos € uma camada mais
fina desta reveste o corpo esponjoso ®. A tdnica albuginea é um tecido fibroso e
compacto constituido por fibras de coldgeno e fibras de elastina .

Na porcao caudal, o corpo esponjoso se expande formando o bulbo uretral,
envolto pelo musculo bulbocavernoso, enquanto a raiz dos corpos cavernosos esta
rodeada pelo musculo isquiocavernoso @ Esta regido € denominada crura dos corpos
cavernosos *”.

Existem duas camadas de fascias que envolvem o eixo do pénis por baixo da
pele. A fascia Dartos, mais superficial, € continua com a fascia de Scarpa (abdominal) e
com a fiscia Dartos escrotal. A fascia de Buck, mais profunda, cobre os corpos
cavernosos € esponjosos ancorando-se no 0sso pélvico para os ligamentos suspensorios
do pénis. O grau de ancoramento e o peso do 6rgdo determinardo a angulacdo no estado

de erecdo (1.3)
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O pénis é inervado por fibras autonOmicas simpdticas, parassimpdticas e

somaticas (sensoriais € motoras) G4

. A partir da coluna espinhal e dos ganglios
periféricos, as inervagdes simpdticas e parassimpdticas confluem, formando o nervo
cavernoso. O nervo adentra 0s corpos cavernosos € 0 corpo esponjoso para efetuar os
eventos neurovasculares durante a erecio e detumescéncia .

A via somatosensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do
pénis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. As fibras nervosas que
partem dos receptores convergem para o nervo dorsal do pénis que se unem a outros
nervos formando o nervo pudendo, responsdvel primdrio pelas sensagdes (fibras
aferentes) e pela contracdo dos miusculos bulbo cavernoso e isquiocavernoso (fibras
eferentes) ®). A contracdo do musculo isquiocavernoso participa da fase rigida da
erecao, ao passo que a contragdo ritmica do musculo bulbo cavernosa é necessaria para
a ejaculacdo .

O suprimento de sangue arterial peniano € fornecido principalmente via artéria
pudenda interna (ramo da divisdo anterior da artéria iliaca interna) que origina a artéria
peniana e se divide em ramos terminais designados como artérias dorsal (irriga a glande
peniana), cavernosa (irriga os corpos cavernosos via multiplas artérias helicinais),
uretral ou esponjosa (irriga o corpo esponjoso, o tecido uretral e a glande peniana),
bulbar (irriga o bulbo peniano, na origem do 6rgio) “. As artérias cavernosas sio a
principal fonte de sangue para a fungdo erétil e variacdes anatdmicas sdo comuns.

A drenagem venosa dos corpos cavernosos ocorre através de vénulas localizadas
entre a periferia do tecido erétil e a tinica albuginea. Veias emissarias atravessam a
tinica albuginea e drenam o sangue para a veia dorsal profunda através das veias crural

€ cavernosa (1’4).
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1.2. Mecanismos de contracao e relaxamento de corpo cavernoso de mamiferos

1.2.1. Mecanismos de contracao: neurotransmissao simpatica e rho-quinase

Em mamiferos, a neurotransmissdo noradrenérgica desempenha papel essencial
na regulacdo do tonus do musculo liso dos corpos cavernosos. Os vasos penianos € o
miusculo liso cavernoso recebem uma vasta inervacdo adrenérgica, a qual mantém o
pénis no estado flacido através da atividade tonica destes nervos, causando a liberagdo
macica de noradrenalina 7. A noradrenalina estimula a-adrenoceptores (0-AR) e causa
a contracdo da vasculatura peniana e do musculo liso trabecular do corpo cavernoso ©
Os mecanismos intracelulares decorrentes da atividade contritil evocada pela ativagao
de al-AR incluem a ativagcdo da fosfolipase C, com formacdo de inositol trisfosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG), levando assim ao aumento dos niveis intracelulares de
calcio.

Subsequentemente, o célcio se liga a calmodulina, a qual ativa a miosina cinase
(MLCK), levando ao aumento expressivo de fosforilacdo da cadeia leve da miosina
(MLC20). Durante este processo, a MLC20 fosforilada interage com a a-actina
resultando na contracio do miusculo liso. Além disso, agonistas ol-AR causam
contracdo desproporcional ao aumento concomitante e transitorio da concentragdo
intracelular de célcio, indicando a existéncia de sensibilizacdo ao cdlcio decorrente da
acdo destes agonistas ® Este efeito é mediado por proteinas que se ligam ao GTP, as
quais recrutam outros sistemas intracelulares ®'”. O mecanismo mais importante de
sensibilizacdo ao célcio durante a contracdo do musculo liso ocorre através da inibi¢dao
da MLC fosfatase (MLCP), aumentando assim o grau de fosforilacao da MLC20, ainda

que na presenca de atividade basal de MLCK.
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A RhoA € uma proteina G de baixo peso molecular que apresenta-se ligada ao
GTP (estado ativo) ou GDP (estado inativo), no qual encontra-se acoplada a uma
proteina inibidora da dissocia¢do de guanina (RhoGDI). Sabe-se que a atividade de
proteinas G heterotriméricas estimuladas por agonistas que se ligam a receptores
acoplados a G12/13 e Gq estimulam o aumento da ligagdo da RhoA ao GTP, causando
assim sua ativacdo '". Uma vez ativa, a RhoA intensifica o grau de contracio do
musculo liso através de sua proteina alvo, Rho-cinase.

Esta, por sua vez, é uma serina/treonina cinase responsavel por fosforilar a
subunidade da MLCP que se liga a miosina (MYPT1), inibindo sua atividade e
resultando no aumento da atividade da miosina e na promogio de contracdo celular "%

Desta forma, o mecanismo de sensibilizacdo ao cédlcio mediado pelo sistema
RhoA/Rhocinase contribui para a fase tdnica da contracdo induzida por agonistas em
musculo liso, causando maior grau de ativacdo da miosina, a qual tem papel relevante

em algumas enfermidades, incluindo a disfuncdo erétil 12.13),

1.2.2. Mecanismos de relaxamento: Via NO-sGC-cGMP

Um vasto conjunto de evidéncias demonstra que o 6xido nitrico (NO) € o
componente central de um importante sistema de transdu¢do de sinais que atuam no
pénis para mediar a resposta erétil “'¥. O NO ¢ constitutivamente produzido a partir da
L-arginina pela acdo das NO sintases (NOS), sendo liberado durante a neurotransmissao
nitrérgica (ativagao da nNOS) bem como do endotélio (ativacdo da eNOS) presente nos
sinuséides “'?. O NO se difunde para células musculares lisas adjacentes,, causando

ativacdo da guanilato ciclase solivel, a qual converte GTP em GMPc. A elevaciao dos
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niveis intracelulares de GMPc promove ativagdo de proteinas cinase especificas que
fosforilam outras proteinas, ativam canais i0nicos e levam a redu¢do da concentracao de
calcio intracelular, causando o relaxamento da musculatura lisa. O GMPc € hidrolisado
a GMP pela acdo da fosfodiesterase tipo 5 (PDES), cessando assim a resposta erétil.
Recentemente foram identificados estados distintos de oxidacdo da enzima
guanilato ciclase solivel . Através de ferramentas farmacoldgicas seletivas verificou-
se que a guanilato ciclase solivel existe em um estado nao oxidado, estado este que
permite a estimulacdo pelo 6xido nitrico. O “inibidor” de guanilato ciclase solivel
ODAQ, inibe seletivamente a estimula¢do da guanilato ciclase soldvel pelo 6xido nitrico,
visto que causa uma oxidacdo no grupo heme desta enzima, ndo permitindo a ligacdo do
oxido nitrico a este grupo. Neste estado de oxidagdo, a guanilato ciclase solivel nao
mais responde ao 6xido nitrico, mas pode responder a estimuladores farmacolégicos

como o BAY-412272 19,

1.3. Crotalus durissus terrificus

As cascavéis do género Crotalus compdem uma das ramificagdes da subfamilia
Crotalinae (familia Viperidae, subordem Ophidia - Serpentes e ordem Squamata), que
teve sua origem nas florestas da Serra Madre Ocidental, parte centro-norte do planalto
mexicano. Apds uma linhagem asidtica atravessar para a América do Norte através do
estreito de Bering, durante o final da época oligocena e inicio da miocena, hé cerca de

a7

23 milhdes de anos' ", as cascavéis se dispersaram rumo a América do Sul originando

cerca de 70 espécies e subespécies diferentes (http://www.reptile-database.org), que sao
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atualmente encontradas de forma descontinua, em habitats abertos, do sul do Canada ao
norte da Argentina”'¥.

No Brasil, o género Crotalus é representado por uma unica espécie, a
neotropical Crotalus durissus, sendo que, sete subespécies sdo reconhecidas no
territério! ¥ C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, C. d. trigonicus, C. d.
terrificus, C. d. cascavella e C. d. collilineatus.

A subespécie sul-americana, Crotalus durissus terrificus é amplamente
distribuida em territério brasileiro, com exce¢do da floresta amazdnica, mata atlantica e

(17-20)

areas litoraneas e pode ser considerada um modelo adequado para estudos

experimentais por ter sua biologia bem conhecida e ser de facil manejo em cativeiro.

1.3.1. Morfologia e fisiologia do pénis das serpentes

Nao obstante a importancia funcional do 6rgdo de copula para a reproducao dos
vertebrados amniotas, apenas mamiferos domésticos, primatas nao-humanos e seres
humanos tem o aparelho reprodutor descrito adequadamente. Todos os répteis tém
fecundacao interna, porém, os animais da ordem Squamata possuem uma caracteristica
singular: a presenca de um par de 6rgdos copuladores denominados hemipénis 2.
Essa estrutura da genitdlia masculina foi utilizada como uma caracteristica sistematica
pela primeira vez ainda no século XIX na tentativa de introduzir novas dimensdes na
classificacdo da subordem das serpentes *.

Os hemipénis de cobras sdo 6rgdos membranosos tubulares emparelhados que se
localizam na base da cauda e sdo separados dos tegumentos lateral e subcaudais por

finas camadas de musculos superficiais e tecido conjuntivo %
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Cada hemipénis é um 6rgao cilindrico composto de duas camadas membranosas
e eréteis, sendo que o apenas um deles é inserido na cloaca da fémea durante a

23), Quando retraido, a camada superficial € indiferenciada, contudo, a

copulacao
superficie interna que reveste o limen do 6rgdo € atravessada por um sulco profundo
bem definido e denominado sulco espermadtico. Situado entre a camada lisa e a camada
sulcada, hd um seio que se torna cheio de sangue no estado de ere¢ao peniana. Este seio
¢ dividido por uma série de projecdes finas de tecido conjuntivo que se estendem ao
longo do eixo longitudinal do 6rgdo ligando as duas camadas. Essas projecoes
provavelmente funcionam para apoiar e unir as duas camadas, no processo de
evaginacdo do 6rgdo %

Associado ao hemipénis ha uma série de musculos especializados. Na regiao
dorsal hd um par de musculos propulsores que se estendem da base da cauda até a
regido posterior do hemipénis. Musculos retratores se inserem em cada hemipénis
durante toda sua extensao, até a regido apical @)

Apenas um 6rgdo copulador € utilizado a cada vez, e geralmente os machos
usam os hemipénis alternadamente entre cépulas distintas @ Para que ocorra a erecao,
o hemipénis sofre ingurgitamento dos corpos cavernosos por sangue e linfa, além de
contar com o auxilio da contragcdo do musculo propulsor do pénis e o relaxamento do
musculo retrator do pénis. O hemipénis que estd em uso passa da cauda para o interior
da cloaca e, na medida em que vai se tornando inflado, passa pela fenda da cloaca para
ser projetar para o meio externo. Este processo € conhecido como evaginagdo do

hemipénis. Quando em completa tumescéncia, o hemipénis exibe em sua superficie

externa um elenco de estruturas relacionadas a cépula. Pode ser rugoso e apresentar
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ornamentos como espinhos, franjas, célices etc., que asseguram uma forte unido quando
0 macho insere o hemipénis na cloaca da fémea @),

Durante a detumescéncia, que ocorre ao término da cépula, o misculo retrator
do pénis se contrai e puxa o hemipénis de volta para o interior da cauda. Neste processo,
o hemipénis é virado do avesso, de modo que a face externa, que exibe as estruturas
relacionadas a copula, torna-se interna, processo conhecido como invaginacdo do

hemipénis ¢*.

1.4. Evolucao adaptativa de resisténcia a tetrodotoxina em animais

A tetrodotoxina (TTX), uma neurotoxina de ocorréncia natural envolvida em
envenenamentos fatais, atua bloqueando seletivamente os canais de sodio voltagem
dependentes (Na,) de membranas excitdveis. Bloqueia o poro extracelular do canal e
. . L, 1. (24)
impede o influxo de fons de Sédio .

Foi isolada pela primeira vez a partir do baiacu, peixe 6sseo da familia
Tetraodontidae também conhecido como fugu, e tem sido muito importante em estudos

bioquimicos de canais de sédio, cédlculo da densidade de canais em membranas

plasméticas e na caracterizacdo farmacoldgica

Tetrodotoxina (TTX)

(sensivel/resistente a TTX) de diferentes isoformas
destes canais “. A terminacdo guanidina presente na

estrutura (Fig. 1), em conjunto com os grupos

rerminacso quaniaina N1ATOX1las, sA0 partes essenciais para este bloqueio @49

Figura 1: Estrutura molecular da TTX
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Diferentes 6rgaos e células apresentam sensibilidades variadas a TTX. Canais de
sodio cardiacos sdo menos sensiveis do que os canais de sédio presentes no cérebro e
nos musculos lisos por exemplo. Adicionalmente, alguns cations presentes no liquido
extracelular podem também influenciar no processo de ligacdo da TTX ¥,

A resisténcia a esta toxina também foi observada e isto se dd, dentre outros
fatores, pela presenca de canais de sddio resistentes. Dois tipos de canal TTX-R
(resistente) e TTX-S (sensivel) possuem diferentes propriedades bioquimicas e
biofisicas *¥.

Além de serem ativados e desativados em membranas com potencial mais
positivo, a sensibilidade a toxina, a ativagao do canal e as taxas de ativacao sao mais
baixas e lentas em canais TTX-R quando comparadas aos canais TTX-S %,

Curiosamente, em um caso extremo ocorrido na América do norte, algumas
populacdes de cobras (Thamnophis sirtalis), que se alimentam de tritdes portadores de
TTX, evoluiram para a resisténcia a TTX como forma de defesa a toxicidade da presa.

~ . . - . L. 25
No estudo, esta evolugdo foi relacionada a mutagdes nos canais de sodio Nav( ),

1.4.1. Distribuicao filogenética da Tetrodotoxina

Além dos tetraodontideos, a TTX € encontrada em outros organismos marinhos
incluindo bactérias (Vibrio, Pseudomonas e Nocardiopsis dassonvillei), platelmintos
(Planocera spp.), vermes (Lineus spp.), polvos (Hapalochlaena maculosus),
caranguejos (Carcinoscorpius spp.) buzios predadores (Charonia spp.) e estrelas do mar
(Astropecten polyacanthus). Também € encontrada em microrganismos de dgua doce e

animais terrestres venenosos como salamandras (7Taricha granulosa e Cynops
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(24-26)

pyrrhogaster) e sapos (Atelopus spp e Brachycephalus spp.) . Esta ampla

distribuicdo em diferentes linhas filogenéticas pode fornecer evidéncias de que a

molécula e seus derivados se originam, na verdade, de microrganismos simbidticos 26),
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O corpo cavernoso ¢ fundamental na promog¢ao da ere¢do peniana em mamiferos
e vem sendo estudado em humanos, animais de experimentacdo (rato, camundongo,
porco, coelho) e animais domésticos. No caso dos répteis, mesmo sabendo que o coito
das serpentes pode durar até mais de 24 horas, tanto a estrutura quanto a base
farmacoldgica de funcionamento dos corpos cavernosos, tém sido amplamente
negligenciadas.

Uma vez que na escala geoldgica os répteis sao mais antigos que os mamiferos e
que estes descendem diretamente de répteis Synapsida, a compreensdao dos mecanismos
de erecdo nos répteis pode ajudar a melhor compreender a ere¢io em mamiferos, do
ponto de vista funcional e, principalmente do evolutivo.

Sendo assim, como até o presente momento ndo existe nenhum estudo funcional
caracterizando as principais vias responsaveis pelo processo de ere¢do nos répteis,
iremos investigar se as vias farmacoldgicas mais comumente estudadas em corpo
cavernoso isolado dos animais acima citados, tais como a do 6xido nitrico e da

Rhoquinase, respondem de maneira semelhante no hemipénis de répteis.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
1. Descrever os mecanismos de ere¢cdo em hemipénis de Crotalus durissus

terrificus a partir da compreensao da morfologia e farmacologia do 6rgao

Objetivos da investigacao

» Investigar e descrever a morfologia do hemipénis

» Investigar a presenca das enzimas relevantes ao fenomeno de erecdo peniana

» Caracterizar os mecanismos farmacoldgicos relacionados ao relaxamento da
musculatura lisa trabecular do hemipénis in vitro

» Curvas concentragdo resposta para avaliar a pertinéncia do sistema 6xido
nitrico (NO) - GMP ciclico (cGMP) — fosfodiesterase tipo 5 (PDES) na
reatividade do corpo cavernoso de cobras cascavéis (hemipénis isolado);

» Curvas concentragdo resposta para investigacdo da presenga de canais de

s6dio em corpo cavernoso isolado;
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Equipamentos

Microscopio de campo claro (Leica DM5000 B) conectado a uma camera digital
(Leica DFC360 FX, Leica, Alemanha). Banhos para 6rgao isolado (10 ml) suspensos
entre transdutores isométricos e sistema PowerLab 4/30 de aquisicao de dados (software
versao 6.0, ADInstruments, Colorado Springs, EUA). Estimulador Grass S88 (Astro-
Med Industrial Park, EUA). Microscopio eletronico de varredura EVO MA Zeiss 10.
Sistema AdvanceTM para imunomarcagdo (Dako). Homogeinizador Ultra-Turrax T25

(T-25; IKA Labortechnick, Staufen, Alemanha).

2.2 Drogas utilizadas

Acetilcolina (ACh), No nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME), nitroprussiato
de sodio (SNP), 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), tetrodotoxina
(TTX), Lcitrulina e L-fenilefrina (PE) foram obtidas da Sigma Chemical (St. Louis,
MO, EUA) e L-[2,3,4,5- 3H]-arginina (atividade especifica 2.0 TBq mmol-1) foi
fornecida pela Amersham Biosciences (Buckinghamshire, Reino Unido). Os compostos
BAY 41-2272 e tadalafil foram fornecidos pela Pharma Reseacrh Centre, Bayer AG
(Wuppertal, Alemanha) e pela BioLab Farmacéutica (Sao Paulo, SP, Brasil),
respectivamente.

As solucdes estoque de ACh, SNP, L-NAME e PE foram preparadas em 4gua
deionizada e armazenadas em aliquotas, na temperatura de -20°C. BAY 41-2272, ODQ
e tadalafil foram inicialmente preparadas em Dimetilsulféxido (DMSO) e armazenadas

a -20°C. A concentracdo final de DMSO néo ultrapassou 0.3%.
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2.3 Animais de experimentacgao

Todos os procedimentos experimentais utilizando cascavéis e/ou macacos
(Callithrix jacchus) foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UNICAMP: 1655-1 e 2022-1, respectivamente) e foram realizados de acordo
com os Principios para Pesquisa Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (COBEA). O uso destes animais foi autorizado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente € dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
(Sisbio: 18020-1 e 16951-1, respectivamente).

Os machos de Crotalus durissus terrificus (peso entre 400 — 750g) incluidos
neste estudo foram obtidos no Serpentirio do Centro de Estudos da Natureza da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP, Sao José dos Campos, SP, Brasil)
enquanto os macacos C. Jacchus (peso entre 250 — 360g) foram fornecidos pelo Centro

de Primatologia — FEEMA/CPRIJ (Guapimirim, RJ, Brasil).

2.4 Microscopia de luz e imunohistoquimica

O hemipénis foi mecanicamente evertido pela injecdo de formalina 10% na base
da cauda e em seguida, retirado. Ap6s um exame macroscopico, a regido espiculada foi
separada da regido ndo-espiculada e foi cortada em fatias de 3 mm de espessura, as
quais foram desidratadas, limpas com xileno e embebidas em parafina.

Secdes tranversais (4um) foram cortadas e coradas com tricolor de Masson (para
distinguir musculo liso de coldgeno) ou imunomarcadas para eNOS, nNOS, sGC, PDE5
e actina de musculo liso. Trés cortes de 4pum foram obtidos de cada bloco de parafina,

colocados em laminas silanizadas, desparafinizadas com xileno e reidratadas.
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A atividade da peroxidase enddgena foi paralizada incubando as 1aminas com
3% H,0, por 10 min. A recuperacdo antigénica foi feita pelo aquecimento das laminas
em tampao citrato (10 mM, pH 6,0) a 95 °C por 30 min. Como anticorpos primarios,
foram utilizados anti-eNOS (policlonal de coelho, diluido 1:200; Abcam), anti-nNOS
(monoclonais de coelho, diluido 1:200; Abcam), anti-sGC (policlonal de coelho, diluido
1:400; Abcam), anti-PDES (policlonal de coelho, diluido 1:500; Abcam) e anti-actina de
musculo liso (1A4 monoclonal, diluido 1:100, Dako).

As ligacdes antigenos-anticorpos primdrios foram detectadas através de um
sistema AdvanceTM (Dako), e seguiu-se com a coloracao com tetrahidrocloreto de 3,3-
diaminobenzidina (Sigma) e contra coloracdo com hematoxilina de Mayer. Todas as
reacoes foram feitas utilizando controles adequados. Como controle positivo, tecido
erétil do rato e como controle negativo, omissao do anticorpo primario.

Para estudos histolégicos, as se¢des dos hemipénis foram coradas com
hematoxilina-eosina e com tricolor de Masson. Os exames microscopicos € a
documentacdo fotomicrografica das sessdes imunomarcadas foram feitos utilizando-se
um microscopio de campo claro (Leica DM5000 B) conectado a uma camera digital

(Leica DFC360 FX, Leica, Alemanha).

2.5 Microscopia eletronica de varredura
O hemipénis foi evertido mecanicamente, desta vez com glutaraldeido 2% e, em
seguida, removido das cascavéis. Os tecidos foram fixados em glutaraldeido 2% (pH
7,2) por 24 horas e em seguida lavados trés vezes (30 min cada) com cacodilato de
s6dio antes da imersdo em uma solucdo aquosa de tetréxido de 6smio 1% (OsOy4) por

duas horas.
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Os hemipénis foram posteriormente seccionados em trés regides, cada uma com
a largura de 5 mm (4pice, base, meio). Apds a fixacdo em OsQy, as fatias de tecido
foram lavadas novamente com cacodilato de sédio e em seguida com dgua destilada.

Os cortes de tecidos foram congelados diretamente em um coolstage a -20 ° C e
examinadas com um EVO MA Zeiss 10, um microscopio eletronico de varredura
operado sob uma tensdo de aceleracdo de 6 kV. As imagens foram armazenadas no

formato Tiff (Targa Image File Format).

2.6 Analise por Western Blot

Os CCC’s foram homogeneizados em tampao de quebra contendo Tris-HCI 100
mM, EDTA 2 mM, SDS 1%, pirofosfato de sédio 19 mM e fluoreto de sédio 100 mM.
O tecido lisado foi centrifugado a 10.000 g, e o sobrenadante foi coletado.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry [1]. Uma
aliquota de 30 pg de proteina de cada amostra foi carregada por poco e resolvida por
eletroforese em SDS-PAGE gel de poliacrilamida sob condi¢des redutoras.

As proteinas foram posteriormente eletrotransferidas para membranas de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore, Temecula, CA, EUA) que foram entdo
bloqueadas com 5% de leite em solugdo tampao salina Tris contendo 0,05% Tween 20 e
colocadas com anticorpos contra sGC (1:500; Abcam ) e PDESA (1:500; Abcam). Estes
anticorpos reagem com guanilato ciclase f e com PDE5SA de humanos, ratos e
camundongos. Bandas imunorreativas foram detectadas através da incubacdo com um

anticorpo secunddrio de coelho conjugado com peroxidase.
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2.7 Atividade da sintase de 6xido nitrico (NOS) do hemipénis

O hemipénis foi removido e limpo em soro fisioldgico e, em seguida,
homogeneizado em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 (100 mL) contendo L-citrulina (1
mM), leupeptina (10 pg/ml), inibidores de tripsina de soja (SBTI, 10 ug/mL), a
aprotinina (2 ug/mL) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, 1 mM). Os tecidos foram
homogeneizados com um Ultra-Turrax T25 (T-25; IKA Labortechnick, Staufen,
Alemanha) em 5 mL de solugdo tampao por grama de tecido (peso imido), seguido por
centrifugacao a 12.000g por 10 min. A atividade da NOS foi medida no sobrenadante.

Resumidamente, aliquotas do sobrenadante (50 ul) foram incubadas em tampao,
Tris-HCI1 (50 mM, pH 7,4) modificado, contendo 91 mM CaCl,, dinucleotideo flavina
adenina (FAD, 10 uM), NADPH (1 mM), calmodulina (1 pg/mL) e tetrabiopterin (BH4,
100 uM), pré-equilibrado a 37°C por 5 min. Controles farmacolégicos da atividade
enzimatica foram feitos em paralelo e consistiu de uma omissao de CaCl2 e da adi¢ao
de EGTA (1 mM) ou a adi¢do de L-NAME (1 mM) ao meio de incubagdo. Aliquotas
(10 pL) de [3H]-Larginina, foram adicionadas a cada amostra para dar ~200,000 dpm
em um volume final de 100 pL.

Ap6s incubacdo de 15 min a 37 © C a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 1
mL de tampao gelado (pH 5,4) contendo HEPES (20 mM), EGTA (1 mM) e EDTA (1
mM), seguido por agitacio em voértex. As amostras foram entdo colocadas em uma
coluna de 0,6 mL de DOWEX 50wx8-200 (idnica: hidrogénio, malha seca 100-200;
Sigma) pré-equilibrada com o tampdo de parada. L-[’H]-citrulina foi eluido e a
radioatividade foi determinada por contagem de cintilacdo liquida. Todas as medi¢des
foram feitas em duplicata. A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando

albumina bovina (BSA) como padrio. A atividade foi expressa como pmol de L-
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citrulline/mg de proteina/min. Os valores foram corrigidos pela quantidade de L-[’H]-

citrulina encontrada na presenca de L-NAME (1 mM).

2.8 Isolamento e montagem in vitro do corpo cavernoso de Crotalus (CCC)

As cobras foram sacrificadas com isoflurano seguido por quetamina - xilazina
(70 e 10mg/kg, respectivamente). O corpo cavernoso de Crotalus (CCC) foi removido e
imediatamente colocado em solucdo de Krebs-Henseleit, a 27°C, na seguinte
composi¢ao (mM): NaCl, 130; NaHCOs, 14.9; dextrose, 5.5; KCI, 4.7; KH,POq, 1.18;
MgS0,4.7H,0, 1.17 e CaCl,.2H,0, 1.6.

Ap6s a remocao desta estrutura, os corpos cavernosos foram isolados da por¢ao
espiculada. Foram obtidos 4 strips da por¢do ndo-espiculada e os tecidos foram
montados em banhos para 6rgio isolado (10 ml) preenchidos com a solucdo Krebs-
Henseleit, continuamente aerada com O2:CO2 (95:5%) e mantida a temperatura de
27°C (pH 7.4), sendo suspensos entre um transdutor de forca e uma unidade fixa.

As alteragdes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos e
registradas em sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados (software versdao 6.0,
ADInstruments, Colorado Springs, EUA). Para estimulacdo elétrica dos nervos
autondmicos (EFS), os tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina dispostos
paralelamente. A estimulacdo elétrica foi induzida através de um estimulador Grass S88
(Astro-Med Industrial Park, EUA), pela geracdo de pulsos de 1 ms de duracdo a 50 V
em frequéncias variadas (4, 8 e 16 Hz). Um intervalo de 5 minutos foi dado entre cada

estimulo.
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2.9 Corpo cavernoso de Callithrix jacchus (sagui) (CC)
Os animais foram sacrificados com isoflurano seguido por quetamina - xilazina
(110 e 9mg/kg, respectivamente). Apds a penectomia, os corpos cavernosos (CC) foram
dissecados em solucdo de Krebs, isolados e limpos dos tecidos adjacentes, e colocados
também em banhos para 6rgdo isolado (10 ml) preenchidos com a solu¢do Krebs-

Henseleit, continuamente aerada com O2:CO2 (95:5%) e mantida a temperatura de

37°C (pH 7.4), sendo suspensos entre um transdutor de for¢a e uma unidade fixa.

2.10 Protocolos experimentais

Para registrar o comportamento da tensao isométrica, o gancho de metal superior
de cada tecido foi anexado a um transdutor de for¢ca (ADInstruments, MA, EUA)
conectado a um sistema de aquisi¢io de dados PowerLab-30/04 (Software Grafico,
versao 7.0; ADInstruments, Colorado Springs , CO, EUA). A tensdo de repouso foi
ajustado para cinco mN no inicio dos experimentos. Todos os strips foram estabilizados
durante 60 minutos, tempo durante o qual a solu¢do que o banho foi trocada a cada 15
min e a tensdo de referéncia foi reajustada quando necessério.

Apés o equilibrio, curvas concentracido-resposta cumulativas a acetilcolina
(ACh; 0,01-100 uM), nitroprussiato de sédio (SNP; 0,01-30 uM), BAY 41-2272 (um
ativador da guanilato ciclase solivel; 0,01-10 uM) e tadalafil (um inibidor PDES; 0,01-
10 uM) foram obtidas na auséncia (controle - CTL) e presenca de inibidores da NOS ou
sGC, L-NAME (100 uM) e ODQ (10 uM), respectivamente, no CCC isolado pré-
contraidos com PE (3 um).

Nesses experimentos, os inibidores foram incubados por 30 minutos antes do

inicio das curvas concentracdo-resposta aos agonistas acima mencionados.
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CCC e CC de sagui também foram utilizados na estimulagao elétrica (EFS).

Dois eletrodos de platina paralelos foram colocados em ambos os lados de cada
strip. O estimulo foi realizado a 80 V durante 10 s, 4, 8 e 16 Hz em pulsos de onda
quadrada (largura de pulso de 0,5 ms; delay de 0,2 ms), utilizando um estimulador
Grass S88 (Astro-Med, Parque Industrial, em Rhode Island, EUA) em tecidos pré-
contraido com PE (3 uM) na auséncia (controle) e presenga de L-NAME (100 uM),
ODQ (10 uM, somente CCC) e do bloqueador de canais de sodio, Tetrodotoxina (TTX,
1 uM).

Guanetidina (30 uM) e atropina (10 uM) foram adicionadas ao banho no inicio
dos experimentos de EFS para bloquear a resposta adrenérgica e colinérgica,
respectivamente.

Contracoes noradrenérgicas induzidas por EFS (na auséncia de guanetidina)
foram também feitas em CCC e CC usando os mesmos pardmetros elétricos
mencionados.

Experimentos de EFS foram também realizados em musculo esquelético isolado
- musculo adutor profundo da mandibula externa de cascavel. Resumidamente, este
musculo foi imerso em um banho de 6rgdaos 5 mL, contendo solu¢do de Ringer a 27°C,
continuamente aerada com uma mistura de 95% de CO2 02:05% e, em seguida, foi
estimulado eletricamente (8V, 1 Hz, 0.2 ms) por meio de um eletrodo bipolar de platina
conectado a um estimulador Grass. O resultado contracdes musculares isométricas
foram registradas através de um transdutor de deslocamento. O sistema foi estabilizado

por 20 minutos antes da adi¢do de TTX (100 nM).
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2.11 Analise de dados

Os resultados sdo expressos como a média + SEM do nimero dos animais
utilizados. O grau de relaxamento hemipeniano foi expresso como uma percentagem da
pré-contracao induzida por fenilefrina (3 uM) imediatamente antes da EFS e exposicao
a outros agentes (ACh, SNP, BAY 41-2272, tadalafil). A amplitude (percentual de
relaxamento) e duracdo (tempo para 50% de relaxamento ou a contragdo de 50%) foram
calculadas para os experimentos com o EFS.

Andlise de regressdo nao linear foi utilizada para determinar o pEC50 com a
restri¢ao de que ®= 0. Todos os dados de concentracdo-resposta foram ajustados a uma
funcdo logistica da forma: E = Emax/([1 + (10c/10x)n] + ®, onde E € a resposta acima
da basal, Emax ¢ a resposta maxima obtida com ACh, SNP , BAY 41-2272 ou tadalafil,
¢ € o logaritmo da ECsy (concentragdo da droga que produz metade da resposta
mdxima), X € o logaritmo da concentracdo da droga, n € um parametro de ajuste de
curvas exponenciais que define a inclinacdo da curva concentragdo-resposta e ® é a
resposta observada na auséncia das drogas acrescentadas. Todas as andlises foram feitas

utilizando o programa Prism (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA).

2.12 Analise estatistica
A significancia estatistica da diferenca entre as médias foi determinada pelo teste
t de Student para observacdes ndo pareadas. Os valores médios dos vérios grupos foram
comparados por meio da andlise de varidncia (ANOVA) e pelo método de Bonferroni

como um teste post-hoc. Em todos os casos, p <0,05 de significancia.
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3. RESULTADOS
3.1 Anélise microscépica do hemipénis de Crotalus durissus terrificus
O hemipénis evertido (Figura 2a) é formado por dois corpos cavernosos (Figura
02b — CE e CI) grosseiramente cilindricos e concéntricos, constituidos por musculo liso

e tecido conjuntivo. Células poligonais do epitelial pavimentoso de revestimento siao

observadas na superficie do hemipénis.

Figura 2a: Processo de
eversdo do hemipénis de Crotalus
durissus terrificus. A — Regido
caudal de Crotalus d. terrificus. B
— Hemipénis em processo de
intumescéncia parcial. C — Par de

hemipénis totalmente evertido.

Figura 2b: Crotalus durissus

terrificus, MEV da regido do 4pice do
hemipénis. SE — sulco espermatico; CE -
cilindro externo; CI — cilindro interno;
MR - mdisculo retrator magno do

hemipénis.

Subjacente ao tecido epitelial e

envolvendo o COrpo cavernoso externo,

1mm EHT = 7.23kV Signal A = SE1
WD =23.0mm Photo No. = 2113
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observa-se a tinica albuginea (Fig.3 — TA), formada de tecido conjuntivo frouxamente
organizado. A tdnica albuginea € interrompida por um sistema irregular de pequenas
lacunas que mantém comunicag@o uns com 0s outros € com caniculos encontrados na
regido do tronco do hemipénis (Fig.3 - LA). Estes canaliculos correm paralelamente aos

espinhos que ornamentam o hemipénis.

CE CCE

100 um EHT = 7.23kV Signal A = SE1 Date :19 Apr 2010
l
WD =225 mm Photo No. = 2124 Time :11:04:49

Figura 3: Crotalus durissus terrificus, MEV da regido do dpice do hemipénis.
CCI - corpo cavernoso interno; CE — cilindro externo; FML — feixe de musculo liso;

CCE - corpo cavernoso externo; LA — lacunas; TA — tdnica albuginea.

O corpo cavernoso externo torna-se mais afilado no sentido cranial. Ele esta
envolto, abaixo da tinica albuginea, por uma parede circular de mdusculo liso
entremeado com tecido conjuntivo. A parede circular interna, compartilhada pelos

N

corpos cavernosos apresenta arquitetura tecidual semelhante a parede externa. Uma
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trama de tecido conjuntivo e feixes de musculo liso dispostos radialmente estendem-se
entre as paredes musculares do corpo cavernoso externo. Os feixes musculares e a trama

de tecido conjuntivo vao se tornando mais escassos no sentido caudal.

EHT =20, Signal A = SE1
WD =155 mm Photo No. = 5152 Time :21:19:32

Figura 4: Regido do capitulo do hemipénis — parede do corpo cavernoso externo
e tinica albuginea — TA — compostas por musculo liso e tecido conjuntivo; EP — epitélio

estratificado pavimentososo.

O corpo cavernoso interno alarga-se no sentido cranial e é atravessado ao longo
de todo seu comprimento pelo musculo retractor magno do hemipénis (Fig. 5 — MR).
Entre a face interna da parede muscular circular e o musculo retractor magno do
hemipénis estende-se uma rede laminar de tecido conjuntivo que é mais conspicua na
porcdo apical. Escassos feixes de musculo liso dispostos radialmente sdo observados
somente na extremidade cranial do hemipénis.

O musculo retractor magno entra no hemipénis centralmente na regido do
pedinculo. Ele torna-se bifurcado para acompanhar a bifurcacdo do préprio pénis. Cada
ramo termina na extremidade cranial do lobo peniano ipsilateral (Fig. 5 — MR). O

musculo retractor magno, formado por tecido muscular esquelético, € atravessado

49



centralmente em todo seu comprimento por um sinusdide estreito constituido por uma
fina camada de mdudsculo liso forrado de endotélio (Figs. 5 — SP). Sinusdéides
perpendiculares se comunicam com o sinusdide central e recebem ramos da artéria

caudal que entram no musculo retractor magno caudalmente.

MR SP SC TC

200 pm EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Date :23 Feb 2011
| | WD =18.0 mm Photo No. = 5170 Time :10:09:26

Figura 5: Corte transversal da regido do corpo cavernoso interno exibindo: MR —
musculo retractor; SP — sinusoide perpendiculares; SC — sinusoide central; TC — tecido

conjuntivo.

3.2 Caracterizacdo molecular, bioquimica e imunohistoquimica da via NO-cGMP-
PDES
3.2.1 Caracterizacao imunohistoquimica das enzimas NOS, sGC e PDE5
A imunomarcacao detectou eNOS e nNOS em estruturas trabeculares do CCC

(Figuras 6a-b). O anticorpo para eNOS marcou especificamente o endotélio vascular

50



arteriolar [A] e sinusoidal [S], enquanto o anticorpo para nNOS reagiu de maneira
menos especifica com estruturas neurais e endotélio sinusoidal/arteriolar.

Figura 6¢-d mostram colora¢do de sGC e PDES no musculo liso trabecular. A
presenca de fibras musculares lisas no tecido trabecular foi confirmada pela marcagdo
para actina-o (Fig. 6e). Figura 6f 1-4 mostra coloracdo para eNOS, nNOS sGC e
PDESA no corpo cavernoso de camundongo, como controle positivo. Nenhuma
imunorreatividade foi observada em CCC quando os anticorpos primdrios foram

omitidos (Figura 6f-5).

Figura 6: Imunorreatividade (setas) de a. eNOS, b. nNOS (imunoperoxidase, aumento
de 400X), c. SGC, d. PDES e e. actina de musculo liso (imunoperoxidase, aumento de
200X) em corpo cavernoso de cascavel (Crotalus durissus terrificus). A=arteriola,
N=nervo, S=endotélio sinusoidal. Painel f. 1, 2, 3 e 4, mostram imunorreatividade para
eNOS, nNOS, sGC e PDESA, respectivamente, no corpo cavernoso de camundongo, e 5
¢ um controle negativo, obtido pela omissdao do anticorpo primdrio. Observe a falta de

imunorreatividade nas estruturas trabeculares do hemipénis.
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3.2.2 Atividade da sintase de o6xido nitrico (NOS) em corpos cavernosos
de Crotalus.

No CCC, a atividade total e atividade cdlcio-dependente da NOS foi de 2,9 £ 2,0

e 1,8 £ 1,2 pmol L-cit/mg/min (n = 3), respectivamente

3.2.3 Expressao protéica de sGC e PDE5SA
Andlises por Western blot utilizando anticorpos especificos para sGC (Figura
7a) e PDESA (Figura 7b) detectou bandas imunorreativas com as massas moleculares

esperadas para essas proteinas (70 e 89 kDa, respectivamente).

= £
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e c
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- . e
66 kDa——> " 75kDa—

Figura 7: Western Blots representativos de sGC (A) e PDES (B) em aorta isolada,

corpo cavernoso e pulmao de Crotalus durissus terrificus..

3.3 Caracterizacao farmacolégica da via NO-cGMP-PDES
3.3.1 Caracterizacdo da via de sinalizacio NO-cGMP-PDES em corpo
cavernoso isolado do hemipénis de Crotalus (CCC)
Fenilefrina (0,01-100 uM, pECsy = 5,62 £+ 0,02 uM; Emax = 16,42 + 0,27 mN)
produziu contracdo dependente da concentragdo do CCC. A adi¢do de L-NAME (100

uM) ou ODQ (10 pM) aumentou o tonus basal (de 5,43 + 0,51 para 13,90 £ 0,71 e
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12,45 £ 0,51 mN, respectivamente). Em CCCs pré-contrataidos (PE 3 uM), acetilcolina
(0,01-100 uM) promoveu relaxamento dependente da concentragdo com um pECsy =

5,16 £ 0,14 (n = 4), que foi sensivelmente reduzido por L-NAME (p <0,001) (Figura 8).

0_
-~ 20
=
5
% 60-
[ ¢ L-NAME 100uM
X so-
¢ CTL (27°C)
100-
s 8 7 6 5 a4
log [ACh]:M

*** P < 0,001 comparado com o grupo controle

Figura 8: Curva concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh, 0.01-100 uM) na auséncia

(controle - CTL) e presenca de Nw-nitro-metil-éster (L-NAME, 100 uM).

SNP (0,01-30 uM) e BAY 41-2272 (0,0001-10 uM) causou relaxamento
sustentada com valores de pECsy de 5,7 £ 0,17 (n = 4) e 5,84 £ 0,40 (n = 3-4),
respectivamente (Figura 2); Tadalafil (0,01-10 uM) também causou relaxamento
sustentado com um valor pECsg de 5,1 + 0,08 (n = 4). Pré-tratamento com o inibidor de

sGC, ODQ (10 uM), aboliu o relaxamento induzido pelo SNP (Figura 9).
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SNP — pEC50 = 5.7  0.17 (n=4)
BAY 41-2272 — pEC50 = 5.84 + 0.40 (n=3-4)

Figura 9: O doador de 6xido nitrico, SNP (0.01-30 uM) na auséncia (controle - CTL) e
presenca do inibidor de sGC (ODQ, 10 uM) e ativador BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em

regido ndo espiculada isolada do hemipenis de cascavel (Crotalus durissus terrificus).

3.4 Auséncia de efeito de bloqueadores do canal de Na+ em relaxamentos e
contracoes geradas por estimulacio elétrica (EFS).

EFS (4, 8 e 16 Hz) causou relaxamento dependente de frequéncia em tecidos
pré-contraidos que foi praticamente abolido pelo L-NAME (100 uM) em CCC (n = 4,
figura 10, p <0,001) e CC de sagui (n = 3, figura 11, p <0,001).

A tetrodotoxina (1 uM, n = 4) ndo afetou o relaxamento promovido por EFS em
CCC (Figura 10), enquanto que em CC de saguis, o relaxamento foi reduzido a um nivel

semelhante ao visto com L-NAME (p <0,001) (Figura 11).
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Figura 10: Relaxamento dependente da frequéncia induzido pela estimulacdo elétrica
(EFS): a. a fragdo ndo espiculada do hemipenis isolado de Crotalus durissus terrificus
na auséncia (controle - CTL) e presenca do inibidor da NOS (L-NAME, 100 uM), do

inibidor de sGC (ODQ, 10 uM) e do bloqueador de Na+, tetrodotoxina (TTX, 1 uM).

As colunas sao a média + S.E.M. de 3-6 cobras.
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*** P < 0,001 comparado com o grupo controle (n=3-6)

Figura 11: Relaxamento dependente da frequéncia induzido pela estimulacdo elétrica

(EFS): b. corpos cavernosos de sagui na auséncia (controle) e presenca de L-NAME

(100 uM) e TTX (1 uM).
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O tempo de relaxamento de 50% para a recuperacio de 50% foi
significativamente maior em CCC quando comparado a CC de sagui [214 + 31s, 261 +
60s € 392 £ 31s (CCC,n=15) Vs 49 £ 35,79 +2 s e 95 + 1s (CC de sagui, n = 3) para 4,

8 e 16 Hz, respectivamente] (Figura 12).

8 B Callithix jacchus
B 350 : s
c O Crotalus durissus terrificus
=]
O 300
0 ‘|’
@ 250
£ I
bt 200
o
Qo
E 150
(3}
= 100
50 1
| [ R
4Hz 8Hz 16Hz

Frequéncia

Figura 12: Tempo de relaxamento de 50% para a recuperagcao de 50% apdés EFS em

corpos cavernosos de Callithix jacchus e Crotalus durissus terrificus.

Quanto a resposta contrétil, o tempo de contragdo de 50% para a recuperacao de

50% também foi maior em CCC comparado ao CC de sagui [116 s £ 8s e 13 £ 1s, 4-16

Hz, n = 3 cada].
10 sec
a
Figura 13: Tracados representativos do relaxamento -
induzido por EFS (16 Hz) em a. tecidos do hemipénis
. e _ 12 mN
de Crotalus durissus terrificus e b. corpos cavernosos
b 110 sec
de sagui. Trata-se de tragados representativos de seis
| 300 sec
cobras ou saguis.
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3.5 Bloqueio, por tetrodotoxina, da contracao de miisculo esquelético de cascavel
induzido por estimulacao elétrica.
Tetrodotoxina (100 nM) praticamente aboliu (de 12,2 + 2,4 para 2,5 + 0,5 mN, n

= 3) a amplitude da contracio induzida pelo EFS.

TTX 10 nM TTX 30 nM TTX 100 nM

05g

-

5 min

1

|
| :
M 1
1

ool

Figura 14: Tracados representativos do bloqueio da contracdo causado pela

tetrodotoxina em musculo esquelético de cascavel.
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4. DISCUSSAO

Micrografia eletronica de varredura de secOes transversais do hemipénis
confirmou a existéncia de trabéculas radiais da margem externa para a margem interna
da camada do meio, semelhante a corpo cavernoso. Estas estruturas revelaram
claramente a participagdo de fibras de musculo liso, entremeadas com feixes de
coldgeno, na estrutura das trabéculas. As imagens também revelaram semelhancas nas
estruturas tridimensionais das camadas mais profundas e intermedidrias, ou seja, a
existéncia de dois corpos cavernosos funcionais, assim como no pénis de mamiferos,
indicando, possivelmente, similaridades funcionais.

Este € o primeiro estudo a funcional e imunohistoquimico a explorar a via NO-
cGMP-PDES5 em hemipénis isolado de serpentes (Crotalus). A acetilcolina libera NO

(P . . 28
do endotélio ativando receptores muscarinicos M3 *®

enquanto que a EFS causa
despolarizagdo do nervo @9. 300 A constatacdo de que ambos os estimulos causam
relaxamento do corpo cavernoso indica a presenca de endotélio e terminais nitrérgicos
neste tecido. O tadalafil, inibidor da PDES, inibe a principal enzima responsavel pela
degradacdo do cGMP no miisculo liso do corpo cavernoso.

O BAY 41-2272 estimula a porcdo heme da sGC, causando relaxamento da
musculatura lisa. A constatacio de que o tadalafil e o BAY 41-2272 provocaram
relaxamento concentracdo-dependente do hemipénis, indica que esta via é altamente
conservada entre espécies e contribui para o0 mecanismo de erecao em cascavéis.

Considerando que um pénis, aparentemente, estava ausente do ancestral

(3D

hipotético das cobras "/, a aquisicdo desta via pode representar um exemplo de

cooptacdo evolutiva ©2 da via NO-cGMP-PDES.
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Embora a conversdo de L-arginina em L-citrulina tenha sido um indicativo para
a presenca de atividade da NOS neste tecido, as bandas imunorreativas detectadas em
Western Blot diferem, em massa molecular, da eNOS e nNOS correspondente em
mamiferos. Essas proteinas ndo foram clonadas em répteis e a demonstracdo destas
enzimas por imunohistoquimica em vasos de vertebrados inferiores é equivocada e
requer mais pesquisas (33-3% Est4 atualmente sob investigacdo a possibilidade de que a
NOS presente em répteis € de diferente massa molecular da sua relativa em mamiferos.

Em contraste com os corpos cavernosos de saguis, o relaxamento e a contracao
do CCC induzidos por EFS foram resistentes ao bloqueador de canal de Na+ TTX. A
duracdo da contracdo e do relaxamento do CCC apds a estimulacdo EFS foi muito
maior do que a duracdo observada em saguis e outros mamiferos CC G549 " Canais de
Na+ TTXTresistentes apresentam cinética de inativagdo mais lenta em relacdo aos canais
TTXsensiveis 4.

Embora nossos resultados ndo nos permitem concluir que estes dois
componentes estdo relacionados, os achados aqui descritos podem fornecer uma base
farmacoldgica para a duragdo extraordindria do coito em muitas espécies de serpentes. E
improvavel que a presenca de espiculas (ganchos) desempenha um papel essencial no
longo coito, ja que no Boidae (uma familia de serpentes ndo-venenosas), o hemipénis

ndo tem a parte espiculada (“44.45)

€ mesmo assim, essas cobras tem relacdes sexuais
muito longas.

Além disso, a andlise histologica das mostraram que sdo compostos de uma
matriz de coldgeno altamente calcificada. Apds a exposicdo prolongada a agentes
descalcificantes (EDTA), uma matriz de coldgeno quase acelular é detectada no nucleo

dos espinhos. Foi constatado que esta matriz € pontuado por nucleos reticulados e,

ocasionalmente, fibroblastos bem preservados, mas ndao células de musculo liso. Este
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arranjo sugere ainda que o longo coito estd associado a longa erecdo. Estd sob
investigacdo se isto pode ser devido a ndo responsividade do musculo liso para contrair
apo6s o final do relaxamento nitrérgico @647 ' interessante que o veneno do escorpido
Tityus serrulatus e algumas das suas toxinas causam ativacdo persistente do canais de
Na+ por retardar ou bloquear a inativacdo desse canal “830) " Além disso, esse veneno e
uma de suas toxinas relaxam corpo cavernoso de coelho G152 0 envenenamento por
escorpido de criancas do sexo masculino estd associado com priapismo 4359 Estes
resultados fornecem uma avaliagdo racional para que os inibidores da inativa¢do do
canal Na+ sejam tratados como uma possivel ferramenta terapéutica para o tratamento
da disfuncao erétil.

Canais de Na+ TTX-resistentes foram previamente descritos na serpente
Thamnophis sirtalis. Cogita-se que o aparecimento deste tipo de canal de Na+ é
relacionado a coevolugdo, uma vez que algumas populacdes de salamandras do género
Taricha possuem quantidades extremamente altas de TTX que fornecem uma defesa

. -57
eficaz contra os predadores (55-57)

. No entanto, é pouco provavel para explicar o
aparecimento destes canais em CCC, uma vez que musculo esquelético de Crotalus é
sensivel a TTX.

Além disso, incompatibilidades fenotipicas em T.sirtalis e Taricha granulosa
foram observadas em 1/3 dos locais de amostragem. Em todos os casos de

incompatibilidade, os predadores estavam "a frente" da presa 8)

, sugerindo que uma
coevolucao ndo € obrigatdria. Nossos resultados indicam que o aparecimento dos canais
de sédio TTXresistentes em serpentes pode estar mais relacionado com o aparecimento
do hemipénis do que a co-evolug¢do. Dados preliminares de nosso laboratério sugerem

que esses canais ndo estdo presentes em outros pénis de répteis, como o pénis da

tartaruga Chelonoides carbonaria.
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6. SUMARIO E CONCLUSAO
Os resultados aqui descritos mostram que a via NO-GMPciclico-PDES5 ¢é
altamente conservada como um modulador do relaxamento de CC entre os vertebrados.
Os canais de Na+ TTX-resistentes identificados em CCC podem ser responsdveis pela
reacdo lenta da musculatura lisa observada apds a estimulacdo do nervo e podem
fornecer uma possivel explicacdo para o coito tdo prolongado em Crotalus durissus

terrificus.
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ABSTRACT

Imtreduction. Coitus in snakes may lase up wo 28 hours; however, the mechanisms involved are umkmown.

Afm. To evalmee the relevance of the nimic oxide (NO)-cyclic guanosine monophosphaze  (oGMP)-
phosphodiesterase gype 5 (PDES) system in smake corpus cavermosnm reactvity.

Metheds. Hemipenes were removed from anesthetized Souch American raslesnakes (Crooafus durioms e ifios) and
studied by light and scanning eleceronic microscopy. Isolaved Crowdnr corpora cavernosa (CCC) were dissecred from
the non-spiny region of the hemipenises, and dssue rescriviey was assessed in organ baths.

Main Outcome Mearures, Comulative concemradon-response ourves were oonsauceed for aceryicholine (ACh),
sodium  nitroprisside  (SNF), S-cycopropyd-2-[1-2-fuorobenayd - | H-pyrazolo[ 3, 4-bpyridine- 3yl fpyrimidin-4-
ylamine (BAY 41-2272), and mdalafl in CCOC precomtraceed with phenylephrine. Relaxaton indoced by elecwrical
field simulason (EFS) was also done in the absence and presence of IN™ nitro-L-arginine methy] eseer (L-NAME;
106 pEy, TH-[1, 2, 4] omdiazolo]4,3-ajgquinoxalin-1-one (ODC); 10 pM) and seorodosoxin (TTX; 1 pb)

Rerults. The hemipeness consisted of two funchonally concensric corpora cavernosa, one of them containing
radiating bundles of smooth muscle fibers (confirmed by @-actin immunoswining). Endothelial and nearal nieric
oxide synchases were presene in dhe endodhelium and newral stuctures, respecdvely; whereas soluble guanylae
cyclase and PIXEF were expressed in trabeoular smoodth muscle. ACh and SMP relaxed isolaeed ©OC, with the
relaxxdons being markedly reduced by L-MAME and OD), respecdvely. BAY 41-22172 and wdalafil cansed sos-
wained relaxations with potency (pPECx) values of 5.84 = 0.7 and 5.10 = 0.08 (M= 3-4), respectvely. In preoon-
traceed COC, EFS cansed frequency-dependent relaxasions that lased three tmes longer than chose in mammalian
CC. Although dhese relaxations were almose abolished by either L-MAME or OD(), they were unaffeceed by TTX.
In contrast, EFS-induced relamations in marmoset CC were abolished by TTX

Conchisiens. Rarlesnake CC relaxason is mediaved by the NO-oGMP-PDES pathway in a manner similar wo
mammals. The novel T TX-resistam Ma channel identified here may be responsible for the slow response of smoodh
mscle folbowing nerve semulston and could explain the extrsordinary durasion of snake coitus. Capel RO, Monica
FZ, Porto M, Barillas 5, Muscard MN, Teixeira SA, Arroda AMM, Pissinati, L, Pissinani A, Schenka A&,
Antunes E, Nahoum C, Cogo JC, de Oliveira MA, and De Nuccl G. Role of a novel tesrodotoxin-resistant
sodium channel in the nitrergic relaxation of corpus cavernosum from the South American rattlesnake
Crotalus durisms terrifious. ]| Sex Med e,

Ky Words, oGMP; MNiric Oxide Synthase; Phosphodiesterase Type V; Snake Corpus Cavernosum; TTX-Resiseant
Sodium Channels
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Quantification of cyproheptadine in human
plasma by high-performance liquid
chromatography coupled to electrospray
tandem mass spectrometry in a
bioequivalence study

Gustavo Duarte Mendes®™*, André Arruda®, Lu Shi Chen®,
José Cassio de Almeida Magalhaes®<, Khalid M Alkharfy® and
Gilberto De Nucci™®

ABSTRACT: A rapid, sensitive and specific method to quantify cyprobeptadine in human plasma wiing amitriptyline as the
internal standard (15 i deseribed. The analyte and the |5 were extracted from plema by liquid-liquid extraction using a
diiethyl-et her/dichloromethane [70/30; wv) solvent. After removing and drying the organic phase, the extracts were
reconstitubed with a fixed volume of acetonitrile/wat o (50/50 wiv)+ 0.1% of acetic acid. The extracts were analyzed by high
performance liquid chromatography coupled to electrospray tandem mass spectrometry (LC-M5/MS]. Chromatography was
performed isocratically wsing an Alltech Prevail C18 Spm analytical colunn, [150mmxd6 mm LD The method had a
chromatog raphic run time of 4min and a linear calibration curve ranging from 0L05 to 10 ng/mL (r2 > 0.99) The Emit of
quantification was 0,05 ng'mL This HPLC/MS/MS procedure was wused to assess the bioequivalence of cyp robeptadine in two
cyproheptadine + cobamamide (4mg + 1mg) tablet formulation s (Cobactin® [cyproheptadine + cobamamide] t et formul ation
supplied from Zambon Labo ratin o3 Famacbutiess Ltda, and Cobsvital ™ from Sol vay Farma [stand o d refer ence for mu latio n) L
A single 4 mg + 1mg [cyprobept adine +cobamamide] dose of sach formulation was administered to healthy voluntesers. The
study was conducted using an open, rand omized, two-period cro sover design with a 1-wesk washout interval. Since the 9%
0 for Cmax and AUCs ratios were all within the B80-125% bicequivalence limit proposed by the US Food and Drug
Adminigration, it was conduded that the cyproheptadine test formulation (Cobactin®) is bio equivalent to the Cobavital®
formulation for both the rate and the axtent of absomption of cyproheptadine. Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: cyproheplading; healthy vauntes:; plasma; pharmacokinetic; LE-MS/MS

Introduction

Cyprohepiadine hydrochlofda (CAS no. 960-33-5) is an antiliss-
minic and antiserolonengic agent with inhibitony activities for
Hype calcitm channed s |(Gunja &t al, 2004; Yamamoto f al, 2006;
s a1 al, 20098, 20096 | It has anBcholinengic and sedative oiecs.
It is indiicated for perennial sllengic and vasomator rhinitis, allergic
conjunctivitis, mild and ald uticaria, and is & proven migraine
prophylaods, an appefite enhaner and, in adenoconicotnopic
harm one-dependent Cushing’s syndrame. it normalizs cortsol
indexes (Watemberg af al, 1999). The colateral effects
of cyproheptadine are dmowsiness, coomdinaon disturbances,
inremed appetite, weight gain, exacedation of depressdon, diy
miuith and wrinay reenBon (Watemberg el al, 1999)_Afer an ol
daose of 8 mg of cyproheptadine, the C_ . AUC and T__, for towl
cyproheptadine wem 30ng/mL, 206 ng himl and 4 by, respectively

everiad-phase-HPLC [Kountoweliis and Bbhetw, 1995) and in
pharmaceutical syrup sample by LC-MS/MS [Fabs of 4, 20008).
Here we describe & a1, sensitve and selacive method for

rheasuring plma cyproheptadine wsing liquid chromatography
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G of ol, 200d). Cypoheptadine has been dety d in
hurman plasma by CG-MS (Hasegawa e al, 2006], in human semm
Iy LC-MS (Guanija & o, 200, in animal wfine by GUC {Hucker and
Hutt, 1983, LCMS-MS (Fads ef al, 2009 Fenie af al, 2009 and
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