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RESUMO

Aves e mamiferos sdo animais endotérmicos que evoluiram de ancestrais
comuns aos répteis. Devido a frequéncia cardiaca em répteis ser baixa, a
manutencao da pressao arterial nestes animais ocorre, em grande parte, pela
regulacao local do ténus vascular. Os répteis também constituem uma classe
importantissima no estudo evolutivo da fisiologia da erecéo, pois constituem os
primeiros animais a desenvolverem pénis intromitente. Visto que o 6xido nitrico
€ um importante mediador enddégeno envolvido na regulagcédo do ténus vascular
e cavernosal de mamiferos, este trabalho propde investigar o envolvimento
deste neurotransmissor no controle do tonus de aorta e corpo cavernoso dos
répteis Chelonoidis carbonaria (jabuti-piranga) e Pantherophis guttatus (cobra
dos milharais). Anéis de aortas de ambos os répteis foram contraidos através
de estimulacdo de campo elétrico (EFS) na presenca e auséncia de
fentolamina, guanetidina e tetrodotoxina. Anéis de aorta isolados de C.
carbonaria foram pré-contraidos por acetilcolina (ACh) e submetidos a
diferentes concentracées de adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato
(ADP) e histamina na presenca e auséncia do inibidor da sintase de o6xido
nitrico, L-NAME (100 uM). Curvas concentracdes-respostas ao nitroprussiato
de sbdio (SNP), tadalafil, BAY 41-2272 e BAY 60-2770 foram realizadas na
presenca do inibidor do sitio heme da enzima guanilato ciclase soluvel (ODQ;
10 uM). Foram realizadas analise transcriptébmica em aortas de C. carbonaria
para proteinas envolvidas na sintese de catecolaminas e na via NO-GCs-
GMPc. Aortas de P. guttatus foram pré contraidas por fenilefrina (PHE) e
curvas concentragdes-respotas a ACh, SNP e BAY 41-2272 foram construidas
na presenca de L-NAME e ODQ, respectivamente. A fim de caracterizar a
regulacao do tbnus de corpos cavernosos de P. guttatus, os tecidos foram
contraidos por EFS na presenca e auséncia de fentolamina, guanetidina,
tetrodotoxina e substituicdo equimolar de cloreto de sodio por N-metil D-
glucamina (NMDG). Corpos cavernosos de P. guttatus foram pré contraidos por
fenilefrina e realizado curvas concentracbes-repostas a ACh e SNP, na
auséncia e presenca de L-NAME e ODQ, respectivamente. Em outro momento,
realizou-se relaxamento induzido por EFS na presenca de TTX e L-NAME em
tecidos pré-contraidos por fenilefrina. Estimulo de campo elétrico induziu
resposta direta ao musculo liso de aorta de C. carbonaria inviabilizando a
caracterizagdo farmacolégica do evento, entretanto contragdes induzidas por
EFS em aorta de P. guttatus foram reduzidas na presenca de fentolamina e
guanetidina e resistentes ao tratamento a TTX. ATP, ADP e histamina
promoveram respostas relaxantes dependente de concentragdo em aorta de C.
carbonaria e seus efeitos maximos foram reduzidos na presenca de L-NAME.



SNP induziu resposta relaxante em aorta das duas espécies investigadas e
tadalafil promoveu resposta relaxante em aorta de C. carbonaria. SNP e
tadalafil tiveram suas curvas deslocadas para direita na presenca de ODAQ.
BAY 41-2272 e BAY 60-2770 promoveram relaxamento em aorta de C.
carbonaria. Proteinas para eNOS e sGC foram encontradas no perfil
transcriptdmico com identidade superior a 80% quando comparado as
proteinas humanas. Nao foi encontrado proteina para nNOS e as demais
proteinas investigadas nao foram aprovadas no processo de validagao
transcriptémico. A resposta relaxante promovida por ACh foi inibida na
presenca de L-NAME em aorta de P. guttatus e a poténcia do BAY 41-2272 é
menor quando comparado a encontrada em aorta de C. carbonaria. Corpo
cavernoso de P. guttatus é sensivel ao tratamento a fentolamina e guanetidina,
entretanto assim como em aorta de P. guttatus, é resistente a TTX. O
relaxamento induzido por ACh foi parcialmente abolido por L-NAME em corpo
cavernoso de P. guttatus. Neste tecido, as curvas concentracdes-respostas a
SNP foram intensamente deslocadas na presenca de ODQ e relaxamentos
induzidos por EFS foram insensiveis ao tratamento com TTX e a L-NAME.
Concluimos que a via NO-GCs-GMPc esta envolvida no controle do ténus de
aortas e de corpos cavernosos de C. carbonaria (jabuti-piranga) e P. guttatus
(Cobra dos milharais) e que existem canais de sdédio resistentes TTX em
tecidos de P. guttatus.

Palavras chaves: musculo liso, 6xido nitrico, répteis.



ABSTRACT

Due to their low heart rate the regulation of blood pressure in reptile is mainly
controled by peripheral resistance arterial pressure. Reptiles are also the first
animals to develop an intromitent pénis being an important animal model to
study the evolution of penile erection. As a result of nitric oxide (NO) being an
endogenus mediator involved on vascular and corpora cavernosa ténus in
mammals in this study is investigated the functional presence of NO pathway in
aortae and corpora cavernosa of Chelonodis carbonaria (turtle) and snake
Pantherophis guttatus (snake). Electrical field stimulation-induced contractions
were performed in aortic rings of both reptiles in presence and absence of
phentolamine, guanethidine and tetrodotoxin. Aortic rings of C. carbonaria were
pre-contracted with acetylcholine (ACh) and concentration-response curves to
adenosine thriphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP) and histamine in
presence and absence of nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME 100 uM) were
performed. Concentration-response curves to sodium nitroprusside (SNP),
tadalafil, BAY 41-2272 and BAY 60-2770 were also constructed in presence of
soluble guanilate cyclase inhibitor (ODQ; 10 uM) in aortic rings of C. carbonaria.
Transcriptomic analysis were performed for proteins involved on catecholamine
synthesis and NO-sGC-GMPc pathway. Aortic rings of P. guttatus were pre-
contracted with phenylephrine (PHE) and concentration-curves were
constructed to ACh, SNP and BAY 41-2272 in presence and absence of L-
NAME e ODQ, respectively. In order to characterize the regulation of corpora
cavernosa tonus, EFS-induced contractions were performed on corpora
cavernosa of P. guttatus corpora cavernosa in presence and absence of
phentolamine, guanethidine, tetrodotoxin and Krebs’ modified solution
(equimolar substituition of sodium clohride by N-metil D-glucamine) (NMDG).
Strips were also pre-contracted with phenylephrine and concentration response-
curves to ACh and SNP were constructed in presence and absence of L-NAME
and ODQ, respectively. In other set of protocols, EFS-induced-relaxation were
performed in presence and absence of L-NAME (100 uyM) and TTX (1 yM) in
tissue pre-contracted with phenylephrine. EFS induced a direct stimulus on C.
carbonaria aortic rings, however in P. guttatrus aortic rings EFS-induced
contractions were reduced in presence of phentolamine and guanethidine. No
alteration was observed in TTX treatement in P. guttatus aortic rings. ATP, ADP
and histamine induced relaxation concentration-dependently in C. carbonaria
aortic rings and their effects were reduced in the presence of L-NAME. SNP
evoked relaxant response in both tissues investigated. BAY 41-2272 and BAY
60-2770 promoted relaxation on C. carbonaria aortic rings. Tadalafil relaxed C.
carbonaria aortic rings. eNOS and sGC proteins were found on transcriptome



analysis with identity superior to 70 % when compared with human library.
NNOS was not found on C. carbonaria aortic ring transcriptome and the other
proteins investigated were not validated on transcriptome analysis. ACh-
induced relaxation was abolished in presence of L-NAME on P. guttatus aortic
ring and BAY 41-2272 potency was lower in snake and compared to turtle.
EFS-induced contractions in P. guttatus corpora cavernosa strips were reduced
in presence of phentolamine and guanethidine. No alteration was observed
after TTX treatment in P. guttatus corpora cavernosa. ACh-induced relaxations
were partially inhibited by L-NAME and pre-treatment with ODQ promoted a
rightshift on SNP curves. EFS-induced relaxations were not altered in presence
of TTX or L-NAME in P. guttatus corpora cavernosa precontracted with
phenylephrine. In conclusion, the NO-sGC-cGMP pathway are involved on
regulation of vascular and corpora cavernosa of C. carbonaria and P. guttatus
and tetrodotoxin sodium channels resistance were found on P. guttatus
preparations.

Key words: smooth muscle, nitric oxide, reptiles,
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INTRODUCAO

Aves e mamiferos sao animais endotérmicos que evoluiram de

ancestrais comuns aos répteis'. Devido ao elevado consumo de oxigénio
necessario para manter diversos processos vitais (dentre eles a temperatura
corporal), animais endotérmicos desenvolveram um complexo sistema de
controle de nutrientes e regulagdo da resisténcia vascular. Exceto os
crocodilianos, em geral os répteis apresentam coracao tricavitario (Fig. 1), de
forma que por ndo haver diferenca de pressées nos ventriculos, as pressoes
pulmonares e sistémicas tendem a ter o mesmo valor®. Devido & frequéncia
cardiaca em répteis ser baixa, a manutencdo da pressdo arterial nestes

animais ocorre, em grande parte, pela regulagdo local do ténus vascular?.

3-CHAMBERED 3-CHAMBERED (SEPTATED) 4-CHAMBERED

@ AMPHIBIANS TURTLES BIRDS AND MAMMALS
. Oxygenated - Deoxygenated .

blood blood

Figura 1: Representacdo comparativa da disposicdo de camaras cardiacas em
anfibios (tricavitarios), répteis (com exeg¢ao de crocodilianos; tricavitarios septados) e
mamiferos (tetracavitarios). Referéncia 3

1.1 Oxido nitrico em mamifero e a regulacéo do ténus vascular

No final da década de 1970, estudos indicaram que nitrocompostos
(nitratos organicos) promoviam vasorelaxamento ao ativar a enzima guanilato
ciclase soltvel*. Pouco tempo apds este achado, Furchgott e Zawadzki ao

realizarem protocolos funcionais em artéria aorta isolada de coelho,
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demonstraram a relacao entre a preservagao do endotélio e o efeito relaxante
promovido apés adicdo de acetilcolina, indicando a relagdo entre integridade
endotelial e producdo de um mediador até entdo desconhecido no qual foi
denominado de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF)°. No final da
década de 1980 os efeitos do EDRF foram associados com a produgédo de

6xido nitrico e este gas identificado como neurotransmissor®”.

O 6xido nitrico (NO) é produzido através da enzima 6xido nitrico sintase
na qual se apresenta em trés isoformas (endotelial, neural e induzivel)®'°. As
isoformas endotelial e neural sdo classificadas como constitutivas, pois sao
continuamente produzidas e sdo ativadas na presenca de calcio. A isoforma
induzivel é expressa somente sob determinadas condi¢des e nédo é calcio-
dependente. A isoforma endotelial (NOS-3) desempenha um papel
importantissimo na geracdo de NO em musculo liso vascular. Isto pode ser
demonstrado pelo achado de que a pressao arterial em camundongos knok out

para NOS-3 é 30% superior quando comparados com animais selvagens'".

O NO ao interagir com seu alvo enddgeno, a enzima guanilato ciclase
soluvel (GCs), potencializa o catabolismo de guanosina trifosfato (GTP)
gerando guanosina monosfato ciclico (GMPc), e consequente ativacdo da
proteina kinase G (PKG)*. Esta ativacdo resultara na abertura dos canais de
potassio e hiperpolarizacao de membrana, sequestro do calcio intracelular pelo
reticulo sarcoplasmatico, inibicdo dos canais de calcio com diminuicdo de seu
influxo, causando relaxamento das células do musculo liso ', Entre outros
possiveis mecanismos de acdes da PKG esta a alteragdo no estado de
fosforilagdo da cadeia leve da miosina™.

1.2 Oxido nitrico em ndo mamiferos

O papel do NO no controle do tdnus vascular tem sido pouco estudado
em vertebrados ndo-mamiferos. Embora sua importancia em peixes teledsteos
ainda seja ambigua (seja pela ndo expressao da enzima ou por dificuldade em
preservar o endotélio diante de uma pequena espessura dos vasos) (Tabela 1)
'® 0 NO tem sido reportado como importante mediador envolvido no

relaxamento de musculo liso vascular em aves ', répteis '® e anfibios '°.
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Ensaios imuno-histoquimicos demonstram a presenga de NOS neuronal

em nervos nitrérgicos localizados na regido perivascular de peixes e anfibios,

indicando a participagéo nitrérgica no controle do ténus vascular '®. Entretanto,

ao contrario do observado em mamifero, no qual a expressao de NOS-1 esta

localizada em nervos parassimpaticos, os vasos de peixes sdo inervados

apenas por nervos simpaticos, indicando que nesses animais 0 mesmo

terminal nervoso que libera agente contratil (noradrenalina) também libera

agente relaxante (6xido nitrico)?.

Tabela 1: Sumario de resultados referentes a busca de NOS em vasos de

varias espécies de vertebrados

eNOS

Peixes cartilaginosos: Tubarao N&ao detectado

Peixes 6sseos N&ao detectado
Anfibios: sapo N&o detectado
Repteis: Lagarto Presente em

células endoteliais

Aves: Pinguim Presente em

células endoteliais

Mamiferos: Rato Presente em
células endoteliais

nNOS

Nervos perivasculares de

artérias e veias

Nervos perivasculares de

artérias e veias

Nervos perivasculares de

artérias e veias

Nervos perivasculares de

artérias e veias

Nervos perivasculares de

artérias e veias

Nao determinado

O NO desempenha um importante papel na regulacao do ténus vascular

de répteis. Estudos indicam que a infusdo de doador de Oxido nitrico,

nitroprussiato de sédio (SNP) induziu vasodilatacdo sistémica em serpentes,

tartarugas e lagartos?’. Entretanto, a maior parte dos estudos avaliando o
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papel do NO em ténus vasculares de répteis foram realizados em ensaios in
vivo. Protocolos funcionais mostram que acetilcolina promove relaxamento NO-
dependente em anéis de aorta isolados de crocodilo Crocodylus porosus 2 e
que a via de sinalizagdo NO-sGC-cGMP esta presente em anéis de aorta

23 Entretanto, nenhum

isolados de Crotalus durissus terrificus (cascavel)
estudo foi realizado avaliando o efeito direto de agentes moduladores da
cascata de sinalizagdo NO-sGC-cGMP em quel6nios (Chelonoidis carbonaria)
ou em serpentes de habitos constrictor (Pantherophis guttatus), ambos animais

evolutivamente mais antigos que serpentes pergonhentas.

1.3 Canais de sddio tetrodotoxina resistente em répteis

Os canais de sodio dependentes de voltagem séo criticos para a
iniciacdo e propagacao do potencial de agdo em células excitaveis (nervo,
musculo e células neuroenddcrinas), pois sao responsaveis pela
despolarizagdo inicial da membrana. Sdo também expressos em baixas
quantidades em células ndo excitaveis; entretanto, neste caso, seu papel

fisioldgico ndo se encontra completamente elucidado 242’

Os canais de sbédio sao constituidos por uma subunidade alfa
(aproximadamente 260 kDa) associada a subunidades beta auxiliares (33-37
kDa) 2. Todos os agentes farmacolégicos que atuam em canais de sédio
apresentam sitios ligantes na subunidade alfa. Foram descritos seis distintos
sitios de ligagcdo para neurotoxinas e um para anestésicos locais e

farmacos relacionados %’.

Os vérios tipos de canais de sédio tém sido identificados através de
registro eletrofisiolégico, purificacdo bioquimica e clonagem. Sabe-se que os
mesmos pertencem a superfamilia de canais idnicos que incluem os canais
de potassio e de célcio dependentes de voltagem °'. Na atual nomenclatura,
o nome de um canal iénico individual consiste do simbolo quimico do
principal ion permeador (Na) e o principal regulador fisiolégico (voltagem),
indicado em subscrito (Nav). O numero apds o subscrito indica a subfamilia
génica (atualmente apenas Nav 1), e o numero apdés o ponto identifica
uma isoforma especifica (Nav 1.1) 2. Até o momento foram identificados
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nove isoformas de canais de sédio dependentes de voltagem em mamiferos
(Nav 1.1 a Nav 1.9). As isoformas Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 e Nav 1.7 séao
altamente sensiveis a tetrodoxina (TTX), sendo expressos em neurbnios
centrais e periféricos. Nav 1.4 e Nav 1.6 também sdo sensiveis a TTX, sendo
expressos em musculo esquelético e sistema nervoso central. Por outro lado,
Nav 1.5, Nav 1.8 e Nav 1.9 sdo resistentes a TTX, sendo que a primeira
isoforma é expressa em coragdo, enquanto que as duas Ultimas sao
expressas em neurdnios ganglionares da raiz dorsal ¥3* Os canais de
sodio resistentes a TTX estdo sendo estudados como alvos terapéuticos
para analgésicos, uma vez que estdo envolvidos na sensibilizagdo dos
neurdnios aferentes primarios que resulta na hiperalgesia encontrada nos

processos inflamatérios >’

Canais de sdédio resistentes a tetrodotoxina foram reportados na
musculatura esquelética da serpente Thamnophis sirtalis e relacionados
como caracteristica evolutiva de protecao contra a presa Taricha granulosa

38-40

que secreta tetrodotoxina por sua pele Entretanto, recentemente

identificamos um novo canal de so6dio dependente de voltagem em hemipénis

41

da cascavel C. d. terrificus Esse novo canal de so6dio apresenta

caracteristicas farmacoldgicas interessantes, a saber:

1. E um canal de sédio resistente @ TTX. No nosso entendimento, é o
primeiro canal com essa caracteristica (TTX-resistente) expresso em

terminagé@o nervosa acoplada a musculatura lisa.

2. Este canal de sédio parece ser fundamental na inervagcdo do hemipénis,
visto ser responsavel tanto pela ativacao adrenérgica como nitrérgica.

Dados ainda nao publicados do nosso grupo indicam que este canal de
sodio resistente a TTX também esta presente em preparagdes de anel de
aorta isolados de Crotalus durissus terrificus, entretanto nenhum estudo foi
realizado avaliando a presenca desse canal de sodio em preparagdes de
quelbnios (C. carbonaria) ou em serpentes de habitos constrictor (P. guttatus),

ambos 0s animais evolutivamente mais antigos que serpentes pergconhentas.
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1.4 Justificativa e relevancia

A regulagdo da pressao arterial em répteis ocorre em grande parte
devido o controle local da resisténcia vascular periférica. Este fendmeno pode
ser mediado pelo 6xido nitrico, visto que este corresponde a um importante
mediador end6geno envolvido na regulagéo local da musculatura lisa vascular
em mamiferos e estudos sugerem seu envolvimento em verterbrados inferiores
como répteis e anfibios. Entretanto, uma caracterizacéo in vitro da via NO-GCs-
GMPc ainda nao foi realizada em quelbnios (tartarugas) e em serpentes de
hébitos constrictors. Embora o leito vascular adotado neste trabalho néo regule
diretamente a resisténcia vascular periférica, adotamos o anel de aorta como
modelo, pois este € comumente utilizado para investigar a via de sinalizacao
NO-GCs- GMPc e devido grande parte da literatura envolvendo farmacologia
vascular de répteis reportar-se a experimentos realizados neste vaso,
facilitando, portanto, uma discussédo e comparacao de fisiologia comparada em

vertebrados inferiores.

Acreditamos que o estudo de fisiologia comparada utilizando
ferramentas farmacoldgicas e transcriptbmicas possibilitara um maior
entendimento do papel nitrérgico no controle local do ténus vascular, bem
como o0 quanto a via de sinalizacdo NO-GCs-GMPc esta funcionalmente

conservada em répteis.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

No presente trabalho buscamos caracterizar os mediadores

envolvidos na contracdo evocada por estimulo de campo elétrico e o

relaxamento mediado pela via NO-sGC-cGMP em anéis de aortas isolados de

C. carbonaria (Jabuti-piranga) e P. guttatus (Corn snake).

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar a contragdo induzida por estimulo de campo elétrico em

aortas de C. carbonaria e P. guttatus.

Avaliar a influéncia simpatica e parassimpatica sobre o tdbnus de anéis

de aorta isolados de C. carbonaria.
Caracterizar o relaxamento dependente de éxido nitrico em anéis de

aorta isolados de C. carbonatria.

Investigar a acdo de moduladores da guanilato ciclase soluvel em anéis

de aortas isolados de C. carbonaria e P. guttatus.

Realizar perfil transcriptdmico para a via NO-GCs-GMPc em anéis de

aorta de C. carbonaria.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais de experimentacao

Exemplares de C. carbonaria (jabuti-piranga) (machos e fémeas; peso
0,9 Kg a 3,5 Kg) e P. guttatus (corn snake) (machos e fémeas; peso 0,7 Kg a
0,9 Kg) foram obtidos do Parque Ecolégico do Tieté (Guarulhos) e da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), respectivamente.

Jabutis-pirangas foram sedados com ketamina (50 mg/kg) e
anestesiados por ropivacaina na regido cervical (botdes anestésicos). A veia
jugular foi canulada, na qual foi administrada propofol (5 mg/kg) 2. Depois de
observada perda de reflexos pupilares e algicos, os animais foram submetidos
a exsanguinacao. Corn snakes foram anestesiadas por inalagao de isoflurano e

eutanasiados por exsanguinacéo *.

Todos os procedimentos e protocolos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), sob protocolos numero CEUA N° 3907-1 e N® 3949-1 e
0 uso dos animais foi autorizado pelo Instituto do Meio Ambiente (SISBIO N°
20910-1).

3.2 Protocolos funcionais

3.2.1 Isolamento e montagem dos tecidos

Apoés realizar uma incisdo ventral, um fragmento de aorta de cada
espécie (12 cm) foi removido e imediatamente colocado em solucao de Krebs-
Henseleit (mM); NaCl (117), KCI (4,7), CaCl; (2.5), MgSO4 (1.2), KoPO4 (1.2),
NaHCO; (25), glicose (11), mantido a 27¢ CO tecido conjuntivo perivascular foi

removido e a aorta foi seccionada em anéis (3 mm).
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Os anéis foram mantidos em solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit
gaseificados por mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) e submetidas a
tensdo de 10 miliNewtons (mN) em banho de 6rgdos com capacidade de 10
mililitros (mL). Os anéis permaneceram em periodo de estabilizacdo de 60
minutos com sucessivas lavagens a cada 15 minutos e reajuste de tensao. As
alteragbes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD
Instruments, Australia) e registradas em sistema Power Lab 4/30 de aquisicao

de dados (software verséo 5.0, AD Instruments, Australia).

A integridade endotelial foi avaliada mediante o relaxamento evocado
por ATP (3 uM) e acetilcolina (1 uM) em aortas isoladas de C. carbonaria e P.

guttatus, respectivamente.

3.2.2 Caracterizacao da contracao induzida por estimulo
de campo elétrico em aortas de C. carbonaria e P guttatus

Tecidos foram submetidos a estimulo de campo elétrico (EFS) (60 V; 0,1
ms de duracao, frequéncia de 4-16 Hz e train de estimulo de 30 segundos) na
presenca e na auséncia de TTX (1 yM), guanetidina (30 uM) e fentolamina (10

MM).

3.2.3 Avaliacao da influéncia simpatica e parassimpatica
sobre os tonus de anéis de aorta isolados de C. carbonaria
Foram realizadas curvas concentragdes respostas a noradrenalina

(0,001-100 pM) e acetilcolina (0,001-100 uM) na auséncia e presenca de N-
metil-ester de L-arginina (L-NAME; 100 uM) e atropina (1 uM)
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3.2.4 Caracterizacao do relaxamento dependente de 6xido
nitrico em anéis de aorta isolados de C. carbonaria

Curvas a adenosina trifosfato (ATP; 0,001-100 uM), adenosina difosfato
(ADP; (0,001-100 pM) e histamina (0,001-100 pM) foram construidas na
presenca e auséncia de L-NAME (100 uM). Em outro experimentos, curvas a
histamina foram obtidas na presenca e auséncia dos antagonistas
histaminérgicos pirilamina (10 uM) e cimetidina (10 pM).

3.2.5 Caracterizacao downstream da via NO-sGC-cGMP em
anéis de aorta isolados de C. carbonaria e P. guttatus

Curvas concentracboes-respostas a acetilcolina (ACh), nitroprussiato de
sédio (SNP) e BAY 41-2272 (100 pM - 10 uM) foram construidas na presenca e
na auséncia do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (L-NAME; 100 uM), e do
inibidor da guanilato ciclase soluvel (ODQ; 10 uM).

3.2.6 Analise dos resultados

As contracdes provocadas pelo estimulo elétrico (EFS) foram expressas em
seus valores absolutos (mN). Os relaxamentos evocados por agonistas foram
expressos como percentual da pré-contracdo induzida por fenilefrina ou

acetilcolina.

Os dados sao apresentados como média + erro padrdo das médias (E.P.M)
de um numero experimental (n). Para comparagdes das variaveis, usou-se o
teste “t” de STUDENT pareado ou analise de variancia (One-way ANOVA)
seguido do pos teste de Bonferroni O programa Prisma (GraphPad Software)
foi usado para estas andlises. p<0,05 foi aceito como significativo.
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3.3 Construcao de bibliotecas de C. carbonaria em cérebro,

aorta e corpo cavernoso

O RNA total foi extraido de amostras de cérebro, aorta e corpo cavernoso de C.
carbonaria usando o Direct-zol™ kit (Zymo Research), seguindo instru¢des do
fabricante. A concentracdo e qualidade de RNA foi determinada usando
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) e por eletroforese em gel de agarose
1.2%. A integridade do RNA foi verificada por eletroforese usando 2100
Bioanalyzer (Agilent) e as trés diferentes bibliotecas de cDNA (cérebro, aorta e
corpo cavernoso) foram preparadas usando o protocolo lllumina TruSeq V2.
Em seguida High Output (HO), Paired Ends (PE) sequenciamento foi realizado
utilizando o aparelho lllumina HiSeq 2500 seguindo instru¢des do fabricante,
com tamanho de 100 nt.

3.3.1 Clusterizacao do transcriptoma

As sequéncias das trés bibliotecas foram submetidas separadamente ao
processo de clusterizacdo através do software Trinity versao 2.0.6 para obter
transcritos nos quais fosse possivel verificar a existéncia das proteinas pré-
selecionadas; tirosina hidroxilase, dopa descarboxilase, dopamina -
hidroxilase, 6xido nitrico sintase neuronal, 6xido nitrico sintase endotelial,

guanilato ciclase soluvel, fosfodiesterase do tipo 5.

3.3.2 Blast: Buscando as proteinas

O processo de alinhamentos foi realizado utilizando a ferramenta
BLAST. O trabalho de busca de proteinas nos contigs foi dividido em duas
etapas. Na primeira etapa realizamos a comparagdo através de alinhamento
entre os contigs com as proteinas e observamos os hits encontrados. Dos hits
encontrados, analisamos apenas 0s mais expressivos, para este trabalho
consideramos aqueles cujo alinhamento teve hit com e-value da ordem de e

Ou menor.

Na segunda etapa, selecionamos os contigs com hits mais expressivos e
comparamos com o banco de dados NR (non-redundant database) do NCBI,

para verificar se de fato o contig representa a proteina sinalizada no hit, ou é
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um falso positivo. Esta etapa é chamada de validacao. A etapa de validagcao é
necessaria para observar se o hit considerado como expressivo ndo indica um
falso positivo para uma determinada proteina. Um contig pode ser bastante
parecido com a proteina da lista de selecionadas para comparagdo, mas ao
realizarmos a validagdo contra um banco completo de proteinas, notamos que

ele é muito mais parecido, sendo idéntico a outra proteina.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da contracao induzida por estimulo de
campo elétrico em anéis de aorta isolados de C. carbonariae P.

guttatus

O estimulo de campo elétrico em anéis de aorta isolados de C. carbonaria nao
induziu resposta de origem neurogénica, uma vez que na presenca de TTX
(inibidor de canal de sddio dependente de voltagem) a resposta contratil nao foi
reduzida (Figura 2A) (n=4). Respostas similares foram observadas na
presenca de fentolamina (antagonista alfa adrenérgico), guanetidina (agente
simpatolitico), suramina (antagonista purinérgico) e na presengca de
antagonistas muscarinicos (atropina ou associa¢ao de 4-Damp + pirenzepina +
metocritamina) (Figura 2A e 2B) (n=3, para cada grupo).

% CTL ] CTL

TTX 1 uM _

& Fentolamina 10 uM B Atropina 100 nM
[ Guanetidina 30 uM B Atropina 10 uM

A EJ Suramin 100 uM
Fisioestgmina 10 uM
A Inibidores muscarinicos

[ Atropina 100 uM

150+

8

Contrac@o (%)
Contracao (%)

8

T
16 Hz &

Figura 2. A Estimulo de campo elétrico (EFS; 60 V, 16 Hz, 0,1 ms) em anéis de aorta
isolados de C. carbonaria na presenca e na auséncia de TTX (1 uM), guanetidina (30
pM), fentolamina (10 pM), suramin (100 M), fisiostigmina (10 pM) inibidores
muscarinicos B (4-Damp; 10 yM + metoctramina (100 nM) + pirenzepina; 10 uM;
atropina 0,1-100 uM). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média.
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Estimulos de campo elétrico (EFS) promoveram contragées frequéncia-
dependente em aortas isoladas de P. guttatus (Figura 3). Embora a adi¢do de
TTX (1 uM) ndo tenha reduzido a amplitude da contragcdo (n=3), a resposta
contratil foi intensamente reduzida apds o tratamento com guanetidina (30 uM)

ou fentolamina (10 uM) (Figura 3A e 3B, respectivamente) (n=3 para cada
grupo) (p<0,05).
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Figura 3: Contragdes induzidas por estimulo de campo elétrico (EFS; 60 V, 4-16 Hz,
0,1 ms) em anéis de aortas isolados de P. guttatus na presenga e auséncia de TTX (1
UM), guanetidina (30 pM) e fentolamina (10 pM). Resultados estao expressos como
média + erro padrdo da média de valores absolutos de miliNewton. p*<0,05;
comparado ao Controle ; teste t de Student pareado.
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4.2 Avaliacao da influéncia simpatica e parassimpatica sobre
os tonus de anéis de aorta isolados de C. carbonaria

Visto que nao foi possivel caracterizar a contracao induzida por estimulo
de campo elétrico em anéis de aortas isolados de C. carbonaria, buscou-se
adicionar agonistas adrenérgico e colinérgico a fim de averiguar a influéncia
simpatica e parassimpatica sobre o ténus da musculatura vascular desses
animais. Noradrenalina e acetilcolina foram capazes de promover contracdes
concentracdo-dependente em anéis de aorta (Tabela 2). A adicao de L-NAME
(100 pM) aumentou a resposta maxima promovida por ambos 0s agonistas
(Figura 4A e 4B) (n=3 para ambos os grupos). A incubacdo de atropina
(antagonista muscarinico) aboliu a resposta induzida pela acetilcolina (Figura

4C) (n=3) (p<0,05).
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Figura 4. Curva concentracdo-resposta a noradrenalina (0,001 uM - 100 uM) (A) e
acetilcolina (0,001- 100 uM) (B) na auséncia e presenga de L-NAME (100 uM) e (C) de
atropina (10 yuM) em aorta isolada de C. carbonaria. Os dados estao expressos como
média + erro padrdo do percentual de contragdo evocado por solugado despolarizante
(KCI; 80 mM) (n=3-4) *p<0,05 comparado ao controle.

Tabela 2: Valores de poténcia e eficacia de noradrenalina e acetilcolina na presenca e
auséncia de L-NAME (100 uM) em anéis de aorta isolados de C. carbonaria. Os dados
estdo expressos como média * erro padrdao do percentual de contracao evocado por
solugéo despolarizante (KCI; 80 mM).

PECso Emax (% KCI) 1

Noradrenalina 6,0 £ 0,1 56,7+5 4
Acetilcolina 59+0,1 97,2 +8,8 4
Noradrenalina + L-NAME 6,5+0,1 102,5+8,5 3

Acetilcolina + L-NAME 6,1+£0,2 147 +154 3
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4.3 Caracterizacao do relaxamento dependente de 6xido nitrico
em anéis de aorta isolados de C. carbonaria

Devido a acetilcolina, um agonista comumente utilizado para avaliar
integridade endotelial e relaxamento dependente de NO, promover contragao
em anéis de aorta isolados de C. carbonaria, bem como a adicao de L-NAME
ter aumentado a resposta maxima de agonistas adrenérgicos e colinérgicos
sugerindo a producédo endogena de NO, buscamos averiguar a presenca de
relaxamento dependente de NO promovido por agonistas classicos envolvidos
na via NO-GCs-GMPc em anéis de aortas pré-contraidos por acetilcolina (3

uM).

Adenosina trifosfato, adenosina difosfato e histamina induziram
relaxamento concentragdo-dependente em anéis de aortas isolados de C.
carbonaria. A adicdo de L-NAME (100 uM), atenuou a resposta relaxante dos

trés agonistas investigados (Figura 5) (n=3 para cada grupo) (p<0,05).
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Figura 5. Curva concentragdo-resposta a (A) adenosina trifosfato (B) adenosina
difosfato e (C) histamina na auséncia e presenga de L-NAME (100 uM) em anéis de
aorta de C. carbonaria pré-contraidos com acetilcolina (3 puM). Os dados estao
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representados como média + erro padrdo da média do percentual da contragao
evocada por acetilcolina (3 uM). p*<0,05 comparado ao controle; teste t de Student
nao pareado.

Tabela 03: Valores de poténcia e eficacia de ATP, ADP e histamina em anéis de aorta
isolados de C carbonaria

pECs Emax (% ACh) n

ATP 6,01 £0,08 108,3+4,83 3
ADP 6,056+0,24 8251+932 4
Histamina 6,856+0,12 68,08+438 3

Em outra série de experimentos, foram realizadas curvas concentragcao-
resposta a histamina na auséncia e presencga de pirilamina (10 uM) (n=5) ou
cimetidina (10 uM) (n=4). Ambos antagonistas histaminérgicos reduziram a
resposta maxima evocada por histamina (Figura 6) (p<0,05).

604 ® Controle
B 4+ Pirilamina 10 uM
80- o 4+ Cimetidina 10 uM

% Relaxamento (ACh)
Y
o

-9 -8 -7 -6 -5 -4
log [histamina]

Figura 06. Curva concentragdo-resposta a histamina na auséncia e presenca de
cimetidina (10 pM) ou pirilamina (10 uM) em anéis de aorta de C. carbonaria pré-
contraidos com acetilcolina (3 uM). Os dados representam a média * erro padrdo do
percentual da contracdo evocada por acetilcolina. p*<0,05; comparado ao controle;
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 4: Valores de poténcia e eficacia de histamina na presenca e auséncia de
pirilamina (10 pM) e cimetidina (10 uM) em anéis de aorta isolados de C.carbonaria.

p*<0,05 commparado ao controle; ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Bonferroni

pEC50 Emax (o/o ACh) n
Histamina 7,1+£05 72,7 +10,1
Histamina + Pirilamina (10 uM) 6,5+0,7 20,7 £6,6"
Histamina + Cimetidina (10 uM) 6,6 £0,8 31,9+ 0*

4.4 Caracterizacao downstream da via NO-sGC-cGMP em anéis
de aortas isolados de C. carbonaria e P. guttatus

Acetilcolina (ACh), o nitroprussiato de sédio (SNP; um doador exégeno
de 6xido nitrico) e o BAY 41-2272 (um estimulador da guanilato ciclase soluvel)
promoveram relaxamento concentracdo-dependente em anéis de aortas pré-

contraidas de P. guttatus (Figura 7) sendo a poténcia do SNP > ACh > BAY
41-2272 (Tabela 5).

100-
e Ach (n=6)

1251 = SNP (n=4)
1504 2 BAY 41-2272 (n=3)

% Relaxamento (PE)
o

11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
LOG(M)

Figura 07: Curva concentragdo—resposta a acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sédio
(SNP) e BAY 41-2272 em anéis de aorta isolados de P. guttatus pré contraidos com
fenilefrina (PE; 3 uM). Os dados representam a média + erro padréo do percentual da
contracao evocada por fenilefrina.
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Tabela 5: Valores de poténcia e eficacia de acetilcolina, nitroprussiato de sddio e BAY
41-2272 em anéis de aorta isolados de Pantherophis guttatus

PECso
Acetilcollina (ACh) 7,1+£0,1
Nitroprussiato de sodio (SNP) 7,4+0,1
BAY 41-2272 56 +0,1

Emax (% PE)

104,4 £ 0,1
131,5+4,2
154,7+13,3

o))

Com o intuito de averiguar se 0 mecanismo de agao envolvido no

relaxamento evocado por acetilcolina em anéis de aorta de P. guttatus era via
producdo de NO, adicionou-se L-NAME (100 puM), no qual foi observado a

reducao da resposta maxima induzida por acetilcolina, indicando a participacao

nitrérgica neste evento (Figura 8).
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Figura 8: Curva concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh) na presenca e na
auséncia (L-NAME; 100 uM) em anéis de aortas isolados de P. guttatus pré-contraidos
com fenilefrina (PE; 3 uM). p<0,05; * vs. Controle; Teste t de Student.
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Tabela 6: Valores de poténcia e eficacia de acetilcolina na presenca e auséncia de L-
NAME (100 pM) em anéis de aorta isolados de P. guttatus. p*<0,05 comparado ao
controle; Teste t de Student

pECso Emax (o/o PE) n

Acetilcolina (ACh) 7,1£0,1 1044+£48 6
Acetilcolina (ACh) + L-NAME 729+0,1 30,7+1,7* 3

O SNP promoveu relaxamento em aortas isoladas de ambas espécies
analisadas com ordem de poténcia préximas (Tabela 7). Em ambos os tecidos,
a resposta relaxante evocada pelo SNP foi reduzida na presenca do ODQ
(inibidor do sitio heme da enzima guanilato ciclase soluvel) (Figura 9A e 9B)
(n=4; C. carbonaria) e n=3; P. guttatus) (p<0,05)
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Figura 9: Curva concentragdo-resposta a nitroprussiato de sédio (SNP) na presenca e
na auséncia do inibidor da enzima guanilato cilase soluvel (ODQ; 10 uM) em anéis de
aorta isolados de (A) C. carbonaria e (B) P. guttatus (B) pré contraidos com
acetilcolina (ACh; 3 uM) e fenilefrina (PE; 3 uM), respectivamente. p*<0,05; comparado
ao controle; Teste t de Student.

Tabela 7: Valores de poténcia e eficacia de nitroprussiato de sédio na presenca e
auséncia de ODQ (10 uM) em anéis de aorta isolados de C. carbonaria e P. guttatus.
p*<0,05; comparado ao C carbonaria; Teste t de Student ; p#<0,05 comparado ao P
guttatus; Teste t de Student.

pECSO Emax (OA" n

ACh/ %
PE)
SNP (C. carbonaria) 75+0 102+25 4
SNP + ODQ (C. 6,4+02 3483+ 3
carbonaria) 3,8*
SNP (P. guttatus) 74+0 1315+ 3
4,2

SNP + ODQ (P. guttatus) 7,87 +0,2 55+3,2* 3
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Nucleotideos ciclicos sao hidrolizados por uma classe de enzimas
denominadas fosfodiesterases. A fim de avaliar o quanto estas enzimas estao
presentes e funcionalmente importantes em anéis de aortas de C. carbonaria,
realizou-se curvas concentragao-resposta ao tadalafil (um inibidor especifico de
fosfodiesterase do tipo V). Tadalafil promoveu relaxamento maximo de 131 +
15,3% (pECsp 6,7 £ 0,3) (n=4) e na presenca de ODQ (10 uM), sua resposta
maxima foi reduzida (Emax 36,4 £ 7%; pECsy 6,5 £ 0,5) p<0,05, n=4) (Figura
10).

= Controle (n=4)
4 +0DQ 10 pM (n=4)

% Relaxamento (ACh)

135-

10 9 -8 -7 -6 -5 -4
Log [tadalafil]: M

Figura 10. Curva concentracdo-resposta ao tadalafil na presenca e auséncia de ODQ
(10 uM) em anéis de aorta isolados de Chelonoidis carbonaria pré-contraidos com
acetilcolina (3 puM). Os dados estdo expressos como média * erro padrao. p*<0,05;
comparado ao controle; teste t de Student.

Embora os moduladores de GCs (BAY 41-2272 e BAY 60-2770) tenham
evocado respostas maximas similares em aortas isoladas de ambas espécies
estudadas, a poténcia do BAY 41-2272 foi superior em C. carbonaria quando
comparado a P. guttatus (7,5 £ 0,06 e 5,8 + 0, respectivamente) (p<0,05) (n=4
e n=3, respectivamente) (Figura 11A e 11B) e quando na presenca de ODQ
(10 uM) observou-se um intenso deslocamento a direita em aortas isoladas de
ambos os répteis investigados.
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Figura 11. A Curva concentragdo-resposta ao BAY 41-2272 e BAY 60-2770 na
auséncia e presenca de ODQ (10 uM) em anéis de aortas isolados de C. carbonaria. B
Curva concentragao-resposta ao BAY 41-2272 auséncia e na presenca de ODQ (10
uM) e L-NAME (100 uM) em anéis de aortas isolados de P. guttatus. Os dados estao
expressos como média + erro padrao. p*<0,05 comparado ao E+; One Way Anova.
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Tabela 8: Valores de poténcia e eficacia de BAY 41-2272 E BAY 60-2770 na presenca
e auséncia de ODQ (10 uM) em anéis de aorta isolados de C. carbonaria e P. guttatus.
Os dados estdo expressos como média = erro padrdao p*<0,05; * vs. BAY 41-2272
(C.carbonaria) Teste t de Sudent. p#<0,05; vs. BAY 41-2272 (P. guttatus); One Way
Anova.

pE05o Emax (o/o ACh/ n

% PE)

BAY 41-2272 7,5+0,06 102+2,5 4
(C. carbonaria)

BAY 41-2272 + ODQ 6,4+023 895+0,1* 3
(C. carbonaria)

BAY 60-2770 11,2+0,26 131,5+42 3
C. carbonatria)

BAY 60-2770 + ODQ 7,87 £0,25 55+3,2 3
(C. carbonaria)

BAY 41-2272 58zx0 136,4 £ 6,7 3
(P guttatus)

BAY 41-2272 + L-NAME 54+0,1" 1158+10,8 3
(P guttatus)

BAY 41-2272 + ODQ 55+0,2 67,25+9,5# 3
(P guttatus)

4.5 Analise transcriptémica

A seguir apresentamos a lista das sequéncias de proteinas extraidas do
UniProt:

e Tirosina hidroxilase (EC 1.14.16.2): P90986 (Caenorhabditis elegans),
P07101 (Homo sapiens), P17289 (Bos taurus), P18459 (Drosophila
melanogaster), P04177 (Rattus norvegicus), Q76lQ3 (Canis Ilupus
familiaris), AOA060X6Z0 (Oncorhynchus mykiss), P11982 (Phasianidae
sp), P24529 (Mus musculus), 042091 (Anguilla anguilla), A8X3V8
(Caenorhabditis briggsae), O17446 (Schistosoma mansoni).
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Dopa decarboxilase (aromatic L-amino acid decarboxilase) (EC
4.1.1.28): P05031 (Drosophila melanogaster), P20711 (Homo sapiens),
P80041 (Sus scrofa), P14173 (Rattus norvegicus), P34751
(Caenorhabditis elegans), P27718 (Bos taurus), P17770 (Catharanthus
roseus), P22781 (Cavia porcellus), 096567 (Drosophila simulans,)
P54770 (Papaver somniferum), 088533 (Mus musculus), P48861
(Manduca sexta), P54768 (Papaver somniferum), P54769 (Papaver

somniferum), P54771 (Papaver somniferum).

Dopamina beta-hidroxilase (EC 1.14.17.1): P15101 (Bos taurus),
P09172 (Homo sapiens), Q64237 (Mus musculus), Q9XTAO (Equus
caballus), Q68CI2 (Canis lupus familiaris), Q05754 (Rattus norvegicus).

Fosfodiesterase do tipo 5: (EC 3.1.4.17). P91119 (Caenorhabditis
elegans) (EC 3.1.4.35): 076074 (Homo sapiens), Q28156 (Bos taurus),
054735 (Rattus norvegicus), Q8CGO03 (Mus musculus), O77746 (Canis

lupus familiaris).

Guanilato ciclase soluvel (EC 4.6.1.2): P90895 (Caenorhabditis
elegans), Q6DNF3 (Caenorhabditis elegans), Q6DNF4 (Caenorhabditis
elegans), 002298 (Caenorhabditis elegans), P92006 (Caenorhabditis
elegans), P22717 (Rattus norvegicus), Q9WVI4 (Rattus norvegicus),
Q4ZHR9 (Canis lupus familiaris), Q4ZHSO (Canis lupus familiaris),
P11528 (Arbacia punctulata), P70106 (Cavia porcellus).

Oxido nitrico neuronal (nNOS) (EC 1.14.13.39): Q9Z0J4 (Mus
musculus), P29475 (Homo sapiens), P29476 (Rattus norvegicus),
019132 (Oryctolagus cuniculus), Q29498 (Ovis aries).

Oxido nitrico endotelial (eNOS) (EC 1.14.13.39): P29473 (Bos taurus),
P29474 (Homo sapiens) P70313 (Mus musculus), Q62600 (Rattus
norvegicus), Q9TUX8 (Canis lupus familiaris), Q28969 (Sus scrofa),
PO7270 (Cavia porcellus), P79209 (Ovis aries)
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Para este estudo foram utilizadas sequéncias de transcriptoma de trés

tecidos (bibliotecas) de Chelonoidis carbonaria: aorta, cérebro e corpo

cavernoso.

O sequenciamento foi realizado utilizando a tecnologia HiSeq2500. Com

esta tecnologia extrairam-se 33.344.632 sequéncias da biblioteca aorta,

92.300.292 sequéncias da biblioteca cérebro, e 41.392.820 sequéncias da

biblioteca de corpo cavernoso.

4.5.1 Primeira etapa: Hits encontrados

A seguir, apresentamos um resumo dos hits mais expressivos encontrados

para cada conjunto de proteinas.

Tirosina hidroxilase (EC 1.14.16.2): Entre as doze proteinas
selecionadas, em somente oito foram encontrados hits expressivos com
contigs da biblioteca cérebro. As proteinas foram: P90986, P07101,
P17289, Q761Q3, AOA060X6Z0, P11982, P24529, 042091; e os hits

tiveram e-value variando de e'’®

a 0. Nao houveram hits de destaque
com contigs das bibliotecas aorta e corpo cavernoso.

Dopa decarboxilase (aromatic L-amino acid decarboxylase) (EC
4.1.1.28): Foram encontrados contigs da biblioteca cérebro com hits
expressivos para as quinze proteinas selecionadas cujos e-value
variaram de e'"?a 0. Para quatorze delas, exceto a P34751, contigs da
biblioteca aorta apresentaram hits expressivos, com e-value variaram de
e’%a e’ Nenhum contig do corpo cavernoso teve semelhanca com
esta proteina.

Dopamina beta-hidroxilase (EC 1.14.17.1): As seis proteinas
selecionadas tiveram hits com contigs das trés bibliotecas dentro do e-
value de corte. Sendo que os hits com os contigs de cérebro foram
melhores, e-value na ordem de e®’. Para biblioteca aorta os e-values
foram da ordem de e para corpo cavernoso de e’.

Fosfodiesterase do tipo 5:

o (EC 3.1.4.17): A Proteina P91119 obteve hits com um contig das trés

bibliotecas, com e-values variando de e° a e'**
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o (EC 3.1.4.35): Contigs das trés bibliotecas tiveram bons hits com as
cinco proteinas pesquisadas. Nas bibliotecas cérebro e corpo
cavernoso destacaram-se dois contigs em cada, com e-value = 0 e
alta cobertura. Na biblioteca aorta, um contig se destacou com e-

value de .

e Guanilato ciclase soluvel (EC 4.6.1.2): Foram observados contigs das
trés bibliotecas semelhantes as proteinas selecionadas. Para os contigs
de cérebro, notamos e-values de €¢°°a 0, para os de aorta e-values de e

%032 0, para os de corpo cavernoso e-values de e®’a 0.

e Oxido nitrico neuronal (nNOS) (EC 1.14.13.39): As cinco proteinas
selecionadas tiveram hits expressivos com contigs de todas as
bibliotecas. Para os contigs de cérebro, os e-values variaram de e®a 0,
para os de aorta variaram de €' a 0, e para os de corpo cavernoso

variaram de e%a 0.

e Oxido nitrico endotelial (eNOS) (EC 1.14.13.39): Foram encontrados
hits expressivos entre contigs das trés bibliotecas e as oito proteinas
selecionadas. Para biblioteca cérebro, os e-values variaram de e®a 0,
para aorta variaram de e*’ a 0, e para corpo cavernoso variaram de e’
ao.

4.5.2 Segunda etapa: Hits Validados

e Tirosina hidroxilase (EC 1.14.16.2): Os hits considerados expressivos
entre as oito proteinas e os contigs de cérebro foram validados na
comparagédo contra o banco NR (Tabela 9).
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Tabela 9: Contigs da tartaruga que representam a proteina tirosina hidroxilase

Proteina | Tamanho
(aa)
P90986 519
P07101 528
P17289 491
Q761Q3 495
AOA060X6Z0 |489
P11982 491
P24529 498
042091 488

TR21830(c0_g1_i2

TR21830|c0_g1_i2

e

TR21830|c0_g1_i1

Contigs

Biblioteca %
Cobertura
77,26

Cérebro 100

e-value

3e-118

e dopa decarboxilase (aromatic L-amino acid decarboxylase) (EC

4.1.1.28): As quinze proteinas selecionadas e com hits expressivos com

contigs da biblioteca cérebro tiveram o alinhamento validado. Os contigs

da biblioteca aorta nao foram validados para esta proteina. A Tabela 10

exibe a lista das proteinas, os contigs de cérebro que as representam,

bem como detalhes dos alinhamentos.

Tabela 10: Contigs da tartaruga que

descarboxilase

representam a proteina dopa

Proteina| Tamanho Contigs Biblioteca % e-value
(aa) Cobertura

P05031 510 92,75 0
P20711 1480 99,38 0
P80041 486 96,09 0
P14173 1480 99,38 0
P34751 |905 50,50 o113
PTTI8 487 oresolcogi s, Cerebro 9795 O
P17770 500 TR37659|c0_g1_i2 95,20 o123
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P22781 480 99,17 0
096567 510 92,75 0
P54770 533 95,12 e’
088533 480 99,38 0
P48861 |508 93,50 0
P54768 518 98,07 e 1%
P54769 (531 94,16 e 1%
P54771 523 95,41 e '

e dopamine beta-hydroxylase (EC 1.14.17.1): Os contigs de cérebro e
aorta que obtiverem hits expressivos com as seis proteinas selecionadas
passaram na validacado com o NR. No entanto, os contigs do corpo
cavernoso nao foram validados. Na Tabela 11 sdo apresentados
detalhes do alinhamento das proteinas com os contigs de cérebro e

aorta.

Tabela 11: Contigs da tartaruga que representam a proteina dopamine beta-

hydroxilase
Proteina Tamanho Contigs Biblioteca % e-value
(aa) Cobertura
P15101 |610 89,51 e®
P09172 617 88,33 e®
Q64237 (610 TR37628|c0_g1_i2 Cérebro  |90,49 e
QIXTAO 620 87,78 e®
Q68CI2 625 73,12 e®®
Q05754 |620 88,06 e
P15101 610 27,54 e’
P09172 |617 40,03 o3
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Q64237 610 TR41003|c0_g1_i1 |Aorta 41,18 e
Q9XTAO 620 39,87 e
Q68CI2 |625 47,20 e-%
Q05754 (620 40,00 e

o Fosfodiesterase do tipo 5:

o

(EC 3.1.4.17): A proteina P91119 teve o alinhamento validado com
o contig TR22807|c6_g1_i2 do corpo cavernoso. Os contigs de
cérebro e aorta ndo foram validados como tipo 5 de
phosphodiesterase.

(EC 3.1.4.35): Os contigs das bibliotecas cérebro e corpo cavernoso,
que possuiam e-value 0 no alinhamento da etapa 1, foram validados.
O contig da bilbioteca aorta € pequeno, possui 440 bases e cobre
apenas 15% da proteina utilizada como isca. No entanto, o listamos
na Tabela 12 pois pode ser uma evidéncia parcial da presenca de
fosfodiesterase do tipo 5 na aorta da tartaruga.

Tabela 12: Contigs da tartaruga que representam a proteina
fosfodiesterase do tipo 5

Proteina, Tamanho Contigs Biblioteca % e-value
(aa) Cobertura
P91119 728 TR22807|c6_g1_i2 Corpo cavernoso |74,31 e™
076074 875 96,80 0
Q28156 |865 TR70149]c1_g1_13, Cérebro 98,50 0
TR70149|c1_g1_i2
054735 866 99,16 0
Q8CG03  [865 98,61 0
077746 865 99,88 0
076074 875 15,20 e?
Q28156 865 15,26 e®
TR47742|c0_g1_ii Aorta
054735 866 15,97 e’’
Q8CG03  [865 15,38 e’
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077746 (865 15,38 e™

076074 875 96,80 0

Q28156 865 TR22807|c6_g1_i3, Corpo cavernoso (98,50 0
TR22807|c6_g1_i2

054735 866 99,16 0

Q8CG03 865 98,61 0

077746 865 99,88 0

e Guanilato ciclase soluvel (EC 4.6.1.2): Nove das proteins selecionadas
e com hits expressivos tiveram seus alinhamentos validados. Contigs
das trés bibliotecas parecem representar tais proteinas, os de cérebro e
corpo cavernoso com melhor qualidade e os de aorta com menor

qualidade

Tabela 13: Contigs da tartaruga que representam a proteina guanilato ciclase

soluvel
Proteina Tamanho(aa) Contigs Biblioteca % e-value
Cobertura

P90895 945 TR68845|c0_g1_i3 66,45 e-»

Q6DNF3 708 87,57 e’

Q6DNF4 675 TR13698|c0_g2_i3 97,62 e'®

002298 688 Cérebro 89,09 g’

P92006 686 96,06 g8

P22717 682 TR13698|c0_g2_i3, 87,82 0
TR13698|c0_g2_i4

QIWVI14 730 TR27078|c0_g1_if, 93,15 0
TR72295|c0_g1_i1

Q4ZHR9 619 TR68845|c0_g1_i3, 99,67 0
TR68845|c0_g2_i1

Q4ZHS0 690 TR72295|c0_g1 i1, 100 0
TR27078|c0_g1_i1

Q6DNF3 708 TR26686|c0_g1_i, 48,87 e
TR26686|c0_g2_i1

Q6DNF4 675 60,44 e—77

002298 688 TR8605|c0_g1_it 78,19 e?

Aorta
P92006 686 TR26686|c0_g1_i1 59,18 g
P22717 682 55,86 e
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QIWVI4 730 TR8605|c0_g1_i1 85,20 0

Q4ZHR9 619 TR26686|c0_g1_ii, 68,01 0
TR26686|c0_g2_ii

Q4ZHS0 690 TR8605|c0_g1_i1 100 0

P90895 945 65,39 e™

Q6DNF3 708 95,05 e’
TR50398|c0_g1_i3 Corpo cavernoso

Q6DNF4 675 92,59 e’

002298 688 87,93 g

P92006 686 91,83 e’

pP22717 682 85,77 et

QIWVI4 730 TR2698|c0_g1 i1, 85,20 0
TR2698|c0_g1_i2

Q4ZHR9 619 TR50398|c0_g1_i3, 99,67 0
TR50398|c0_g1_ii,
TR50398|c0_g1_i2

Q4ZHS0 690 TR2698|c0_g1_i1, 100 0
TR2698|c0_g1_i2

e Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) (EC 1.14.13.39): A validagéo

mostrou que as cinco proteinas selecionadas possuem representacao

nas bibliotecas cérebro e corpo cavernoso.

Na Tabela 14 sao

apresentadas os detalhes dos alinhamentos validados entre estas

proteinas e contigs de cérebro e corpo cavernoso.

Tabela 14: Contigs da tartaruga que representam a proteina Nitric oxide

synthase 1 (NNOS).

Proteina

Tamanho(aa)

Contigs

Biblioteca

%

Cobertura

e-value

Q9Z0J4

1429

P29475

1434

P29476

1429

019132

1435

Q29498

186

TR31762|c0_g1_i1

Cérebro

100

-63

Q97044

1429

77,89
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P29475
P29476
019132

1434
1429

1435

Q29498

186

TR6317|c0_g1_i
TR22843|c0_g1_i2,
TR22843|c0_g1_i

Corpo
Cavernoso

77,62
77,89

77,56

61,83

-66

o Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (EC 1.14.13.39): Os

alinhamentos de contigs de aorta e corpo cavernoso com as oito proteinas

selecionadas foram validados e serdo detalhados na Tabela 15. Apesar de

terem ocorrido bons hits com contig de cérebro, na validacao ele mostrou ser

na verdade sequéncia de nNOS.

Tabela 15: Contigs da tartaruga que representam a proteina éxido nitrico endotelial

(eNOS)
Proteina | Tamanho |Contigs Biblioteca % e-
(aa) Cobertura |value

P29473 1205 93,86

P29474 1203 93,18
TR9612|c0_g1_i1,

P70313 |1202 TR9612|c0_g2_i1 |Aorta 94,09 0

Q62600 (1202 94,09

Q9TUX8 1205 93,86

Q28969 1205 93,44

P97270 [100 TR9612|c0_g2_it 98,00 e

P79209 (99 100,00 e™?

P29473 (1205 91,12

P29474 1203 TR9598|c0_g1_i1, 92,10
TR9598|c0_g1_i2, Corpo 0

P70313 [1202 TR9598|c0_g2 i1 |cavernoso 92,18

Q62600 (1202 92,18

Q9TUX8 (1205 91,95

Q28969 (1205 91,54
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P97270 ‘100

P79209 |99

TR9598|c0_g2_it 98,00

98,99

o4

e—51

Tabela 16: Resultados sumarizados das validagbes para nas bibliotecas de cérebro,
aorta e corpo cavernoso de Chelonoidis carbonaria

Proteina

Tir. Hidrox.

Dopa Decarb.

Dopamina Hidrox.

PDES

sGC

nNOS

eNOS

C.C.

Validacdo 1 Passo Validagdo 1 Passo Validacédo

Cérebro Aorta
1" passo

v v X N.A.
v v v X
v v v v
v v v v
v v v v
v v v X
v X v v

N.A.

N.A.

N.A.= Validagao néo aplicavel.
v Contigs Homdlgos encontrados

X Contigs Homolgos n&o encontrados

v* Contig foi encontrado, entretanto o percentual de alinhamento foi de apenas

15 %
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Tabela 17: Contigs do transcriptoma de aorta isolada de C. carbonaria foram
comparadas com proteinas humanas.

Biblioteca
Proteinas Genes query % %
de Aorta
Humanas Humanos size (aa) coverage identidade
(contigs)
TR9612 74
1129 93
c0_g1_i1
eNOS NOS3
TR9612 6
687 93
c0 g2 i1
TR26686 97
421 98
sGC c0_g1_il
GUCY1B3
subunit B TR26686 97
421 55
c0_g2 it
sGC TR8605
GUCY1A3 690 67 84

subunit a1 c0_g1_it
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5. DISCUSSAO

Neste primeiro capitulo caracterizamos farmacologicamente a contragéo
induzida por estimulo de campo elétrico e a participagdo da via de sinalizacao
NO-GCs-GMPc no relaxamento de anéis de aorta de duas espécies de répteis:

C. carbonaria (jabuti-piranga) e P. gutattus (cobra dos milharais).

Identificar quais mediadores estdo envolvidos em uma contragao
evocada por estimulo de campo elétrico (EFS) € um importante passo no
entendimento da fisiologia comparada, permitindo inferir detalhadamente sobre
a participacdo autonébmica no evento de contracdo muscular, e consequente
regulacao da resisténcia vascular periférica. Conforme observado na Figura 2,
mesmo na presenca de antagonistas muscarinicos, purinérgicos, agentes
simpatoliticos e da toxina tetrodoxina, a contragdo induzida por EFS em C.
carbonaria nao foi alterada, sugerindo que este evento contratil ocorreu por
estimulagdo direta ao musculo liso vascular. Duas hip6teses surgem na
tentativa de explicar este achado: (1) a densidade de nervos presente no
segmento vascular é reduzida, de forma que é necessario um grande estimulo
para que uma quantidade maior de fibras sejam evocadas ou (2) inexisténcia
de feixes nervosos na aorta, de maneira que a liberacdo de mediadores
contrateis como noradrenalina e acetilcolina seja inteiramente de origem
humoral. A segunda hip6tese é refutada diante do achado que aortas de
crocodilo e de lagartos sdao amplamente inervada por nervos colinérgicos e

adrenérgicos, respectivamente 2" 2,

Entretanto, a estimulagdo de campo elétrico em anéis de aorta isolados

de P. gutattus foi inibida na presenca de antagonista adrenérgico e agente
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simpatolitico. Isto fortemente sugere que as catecolaminas vasoativas como
noradrenalina e/ou dopamina podem estar diretamente envolvidas na
contracédo, visto que ambos mediadores sao de origem simpaticas e interagem
com receptores alfa adrenérgicos do tipo 1. Achados similares sdo reportados
em tecidos vasculares de mamiferos, relacionando a liberacdo de

noradrenalina a partir de nervos transmurais no controle do ténus vascular 4.

A resisténcia a tetrodotoxina observada em preparacao de anéis de
aorta de P. gutattus foi também relatada em outra espécie de serpente de
habitos constrictor, a T. sirtalis e em C.d. terrificus (cascavel) “°*’. Embora no
presente trabalho a ferramenta utilizada a fim de averiguar a participacéo
neuronal nao inibiu a resposta contratil, devido observarmos a reducédo da
resposta frente a fentolamina e guanetidina, garantimos que a resposta
observada néo é estimulacdo direta ao musculo. Resultado similar (dado nao
publicado) foi encontrado em aorta de cascavel na qual também presenta
sensibilidade a antagonista adrenérgico, mas é resistente ao tratamento a

tetrodotoxina.

A resisténcia a tetrodotoxina em répteis apresenta-se como uma
caracteristica de co-adaptacao. Estudos realizados com a serpente T. sirtalis
identificou que sua principal presa, o anfibio T. granulosa, é capaz de secretar
toxinas por meio de sua pele e que a o grau de intensidade da resisténcia a
tetrodotoxina nestas serpentes varia conforme a quantidade deste anfibio na
natureza, sugerindo que a resisténcia a tetrodotoxina em serpentes consiste
em um fendmeno de auto-protecdo das serpentes contra suas presas &40,

Canais de sbédio TTX-resistentes sdo encontrados em mamiferos, sobretudo

em ganglio da raiz dorsal, fibras sensoriais do tipo C, musculo esquelético
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desnervado, e musculo cardiaco **8. A diferenca entre canais entre canais de
sbédio TTX-sensiveis e TTX-resistentes estd na sequéncia de aminoacidos do
segmento S5-S6 do canal idnico, reduzindo a sensibilidade a ligacdo com a
tetrodotoxina, sendo necessaria uma concentracdo 1000 vezes maior em

canais TTX resistentes para que se observe sua inibicdo ** .

Visto que foi impossivel investigar detalhadamente a contragdo evocada
por EFS em anéis de aorta isolados C carbonaria, realizou-se a adi¢ao
exogena de conhecidos agentes neurotransmissores tais como noradrenalina e
acetilcolina. Curiosamente, a acetilcolina, que é comumente utilizada em
prepara¢des vasculares in vitro para avaliar integridade endotelial ao induzir
relaxamento Oxido nitrico-dependente em mamiferos, evocou resposta
contracdo—dependente com poténcia superior a noradrenalina em anéis de
aorta com endotélio prservado. Este achado ndo se apresenta de forma isolada
e pontual, visto que acetilcolina é capaz de induzir contragdo em artérias
isoladas de anfibios e peixes pulmonares ***°. Dados ainda ndo publicados do
nosso grupo mostram que a acetilcolina € capaz de contrair anéis de artéria
pulmonar de sagui (Callithrix jacchus) embora a inervacdo adrenérgica em

mamiferos seja mais proeminente que a colinérgica.

Sabe-se que em mamiferos a acetilcolina promove relaxamento ao
interagir com receptores muscarinicos, induzindo o aumento da concentragdo
intracelular de célcio, e consequente aumento na producéo de 6xido nitrico. Em
situacées de disfuncdo endotelial ou remogdo mecénica do endotélio, a
acetilcolina ao interagir com receptores muscarinicos induz contragdo muscular
1A inibicao da sintese de 6xido nitrico ocorrida apés o tratamento com o, L-

NAME, promoveu aumento da resposta maxima contratil induzida por ACh
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devido a inibicdo enddgena da producdo de NO. A adicdo de atropina, um
antagonista muscarinico inespecifico, aboliu a resposta contratil sugerindo que

a resposta colinérgica € exclusiva via interacdo com receptores muscarinicos.

Visto que a acetilcolina ndo induz relaxamento endotélio-dependente, a
avaliacao da integridade endotelial em anéis de aorta isolados de C. carbonaria
ocorreu pela adicdo de ATP (3 uM), um conhecido agente envolvido na
producdo endégena de NO °*°%, Os mediadores purinérgicos ATP e ADP foram
capazes de induzir relaxamento concentragdo-dependente e este relaxamento
foi praticamente abolido na presenca de L-NAME, indicando que o mecanismo
de acao dos mediadores purinérgicos € exclusivo via produgcdao de NO. Ambos
mediadores foram capazes de promover relaxamento em anéis de aorta
isolados de outros répteis >*. Apesar de sua estrutura quimica simples e de
serem subprodutos de reacdes bioquimicas, o ATP e ADP apresentam um
importante papel fisioldgico nos diferentes sistemas biologicos de mamiferos. A
crescente busca no densenvolvimento de novos agonistas exdgenos capazes
de ativar receptores purinérgicos tem aberto novas pespectivas no
entendimento do papel purinérgico em diversos modelos animais. Mediadores
como a adenosina sado importantissimos em estado de hipdxia, condicdo esta
na qual alguns répteis marinhos podem eventualmente serem encontrados,
corroborando os dados farmacoldgicos encontrados neste estudo relacionando
a producao de mediadores purinérgicos e a produgcdo de NO, e consequente

controle do tbnus vascular.

A histamina € um importante mediador envolvido na producao de éxido
nitrico endégeno °>*’. Estudo realizado em embrides de tartaruga demonstrou

que a histamina esta envolvida no controle da pressao arterial nesse periodo
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de vida *. Conforme demonstrado na figura 5, 0 mecanismo de agdo do
relaxamento evocado por histamina € exclusivamente NO-dependente. A
producédo de NO pode ocorrer devido a interagdo de histamina com receptores
Hi ou Hz °*®. Entretanto, em aorta de C. carbonaria ambos receptores estao
envolvidos na producdao de NO, visto que na presenca de pirilamina ou

cimetidina a resposta maxima é reduzida.

Diferente do observado em C. carbonaria, a ACh foi capaz de induzir
resposta relaxante em anéis de aorta isolados de P. gutattus. Esse efeito foi
completamente abolido na presenca do L-NAME, indicando que a produgéo de
NO esta envolvida no mecanismo de acdo da ACh. Resultado semelhante foi
observado em anéis de aorta da serpente cascavel®®. A guanilato ciclase
soluvel (GCs), um dos receptores enddgenos do NO, esta funcionalmente
presente em ambos répteis investigados neste trabalho, visto que o SNP
(doador de oOxido nitrico) foi capaz de promover resposta relaxante e esta
resposta é reduzida na presenca de ODQ, substancia capaz de oxidar o sitio

heme (6xido nitrico dependente) da guanilato ciclase.

A interacdo do NO com a GCs potencializa em 400 vezes a formacao do
segundo mensageiro GMPc a partir do GTP *. Enzimas fosfodiesterases sdo
capazes de hidrolisar o GMPc em GMP (ou AMPc em AMP) ©'. Neste estudo
buscou-se investigar a acdo de inibidores de fosfodiesterase do tipo 5 sobre a
resposta relaxante vascular de C. carbonaria. O tadalafil (inibidor da
fosfodiesterase do tipo 5) induziu resposta relaxante em C. carbonaria sendo
esta reduzida na presenca de ODQ. Isto ocorreu devido a reducao da produgao
endégena de GMPc, devido a inativagdo do sitio heme, reduzindo a

concentragdo do substrato GMPc. O efeito do tadalafil ndo foi investigado em
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P. gutattus, devido quantidade limitada de exemplares desta espécie estarem a

nossa disposicao.

Uma reducdo na biodisponibilidade de NO esta relacionada com
diversas enfermidades como hipertensio, diabetes e obesidade 2%, Diante
disso, cresceu o interesse em buscar novas alternativas em modular a GCs de
forma independente do NO, com o intuito de aumentar a produgcao de GMPc.
Agentes estimuladores da guanilato ciclase soluvel como o BAY 41-2272
possuem a capacidade de atividade de modular a guanilato ciclase soluvel,
interagindo com o sitio heme (mesmo sitio que o NO interage com a sGC) ®*.
Quando a enzima é oxidada pela acao do ODQ, a curva concentragao-resposta
ao BAY 41-2272 é deslocada a direita, reduzindo a poténcia deste agente 5.
Outra classe de droga responsavel por modular a sGC sé&o os ativadores da

guanilato ciclase soluvel. Este em situagcées de oxidagdo do sitio heme

possuem seu efeito potenciado ©’.

Ambos BAY 41-2272 e BAY 60-2770 (estimulador e ativador de GCs,
respectivamente) foram capazes de induzir relaxamento em anéis de aorta
isolados de C. carbonaria de forma concentracdo-dependente. Algo notério € a
elevada poténcia destes agonistas (100 vezes maior deste agente) quando
comparado com mamiferos ou até mesmo com répteis (cascavel) ?°. Estes
resultados indicam que mais do que uma GCs responsiva ao NO, a GCs possui
capacidade de amplificar intensamente o estimulo gerado por estes

moduladores desenvolvidos recentemente.

As enzimas envolvidas na sintese de catecolaminas (tirosina hidroxilase,
Dopa descarboxilase e Dopamina Hidroxilase) nao foram

validadas/encontradas nas bibliotecas de aorta e corpo cavernoso de C.
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carbonaria, entretanto foram reportadas em cérebro (controle positivo). Apesar
desta aparente auséncia, resultados funcionais demonstraram que a
noradrenalina foi capaz de induzir resposta contratil concentracao-dependente
em aortas isoladas de C.carbonaria, sugerindo participagdo adrenérgica na

manutencado do tonus vascular nesta espécie.

O achado transcriptémico para enzimas eNOS e GCs corroboram com
os dados farmacoldgicos, indicando a participacdo nitrérgica na regulagdo do
tbnus de aorta de C. carbonaria. Diferente do observado em C.d. terrificus, a
NNOS néo foi encontrada em aorta de C. carbonaria, resultado este similar ao
observado em mamiferos e sugerindo que a unica fonte produtora de NO é de
origem endotelial. Embora a enzima PDE 5 n&do seja encontrada na andlise
transcriptémica em aorta de C. carbonaria, os ensaios funcionais com tadalafil
(um inibidor especifico de PDE 5) demonstraram a participacado desta enzima
em regular os niveis intracelulares de GMPc. Provavelmente tanto as enzimas
envolvidas na sintese de catecolaminas como a propria PDE 5 nao foram
validadas na andlise transcriptobmica em virtude da dificuldade em localizar e

comparar com banco de dados transcriptdmicos escassos de répteis.

Sobre o ponto de vista evolutivo, estes achados encontrados neste
primeiro capitulo sugerem que uma via de sinalizagdo tdo complexa e sensivel
como a NO-sGC-GMPc esta presente em ambos répteis investigados (C.
carbonaria e P. gutattus), regulando o ténus vascular de segmentos de aorta e
responsiva a estimulos de drogas comumente utilizadas como o ATP e o BAY

60-2770.
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6. Conclusao parte 1

A contracdo induzida por estimulo de campo elétrico em anéis de aorta
isolada de P. gutattus é catecolamina-dependente e resistente a

tetrodotoxina.

A metodologia aplicada envolvendo protocolos de farmacologia classica
nao foi capaz de gerar um evento indireto e neuronal, inviabilizando a
caracterizacao da contracdo evocada por estimulos de campo elétrico

em aortas isoladas de C. carbonaria.

A via de sinalizagcdo NO-GCs-GMPc esta funcionalmente presente e
envolvida no relaxamento de aortas isoladas de C. carbonaria e P.

gutattus.

Contigs do transcriptoma para proteinas eNOS e GCs estao presentes
em aorta de C. carbonaria e apresentam uma identidade superior a 70%

quando comparado as proteinas humanas.
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Capitulo Il

7. Introducao

Orgaos intromitentes sdo estruturas funcionais masculinas que possuem
objetivo de transferir gametas e constituem uma adaptacdo de seres que
desenvolveram fertilizacdo interna, sendo encontrados em animais vertebrados
®  Embora alguns animais (aves e o réptil Sphenodon sp) apresentem
fecundacdo interna, eles ndo possuem pénis intromintentes sendo essa
transferéncia dos gametas ocorrida por sobreposicao de cloaca ’°.

Para que o pénis seja eficiente na transferéncia dos gametas, ele
precisa ser firme o suficiente para penetrar na vagina ou cloaca e maleavel o
bastante para sobrepor a curvatura de cascos ou outras estruturas, conforme

observado em quelénios .

Embora a morfologia do pénis dos animais
amniotas varie, € comum a presenca de estruturas em formas de cavernas,
denominada de corpos cavernosos, nos quais ficam repletas de sangue (em
mamiferos e répteis) ou de linfa (algumas aves) a depender da classe ou de
variacdes inter-espécie %7

Os répteis constituem uma classe importantissima no estudo evolutivo
da fisiologia da erecéo, pois constituem os primeiros animais a desenvolverem
pénis intromitente, visto que aves e mamiferos evoluiram a partir de um
ancestral comum aos répteis. A ordem dos escamados (Squamata)
apresentam pénis denominado hemipénis, devido sua estrutura ser pareada,
cilindrica e bilateral que sdo completamente invertidos quando néo utilizados

na sua cauda (figura 12 e 13) 7% 7*7¢
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Figura 12: Crotalus durissus terrificus hemipenis (A) Vista ventral mostrando arranjo
geral de hemipénis invertido: (1) Base; (2) Corpo (3) Apice (4) Mdusculo retractor
magnus (B) Hemipénis evertido (1) Base (2) corpo (3) apice. Observe a presenca de
espiculas na regiao do corpo (C) Microscopia de varredura mostrando a regiao central
(1) periférica (2) e sinuséides circundado por tecido conectivo. Inset: Ultraestrutura
amplificada da camada externa mostrando feixes radiados de musculo liso cavernosal
(3) e o tecido conectivo. (D) Musculo liso detectado por coloracdo de tricromico de
Masson. Referéncia 75.
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Figura 13. Microscopia de varredura da regidao do corpo do hemipenis de Crotalus
durissus terrificus. A: Visdo geral do corpo mostrando dois corpos cavernosos, um
interno (CCI) e outro externo, proximo o sulco espermatico; musculo retractor magnus
(MRM), espiculas circundando o corpo (**) e é observado um numero de trabécula
maior em CCE do que em CCI. B: Detalhe da superficie externa do hemipénis sem as
espiculas. Sao observadas células epiteliais (EC) cobrindo a tunica albuginea (TA) na
face externa do hemipénis. C: Detalhes das camadas de tecido conectivos sobre
células epiteliais presentes em B. O tecido conectivo presente ndo estratificado e
composto e composto de 2- 5 camadas. D e E: Detalhe da ponte de insercao de
espiculas em CCE e (*) na regidao do tronco, setas apontam para regidao de musculo
liso que ancora na regido espiculada do hemipénis. Referéncia 75.

7.1 Histérico da Fisiologia da Erecao

A primeira descricdo de disfuncao erétil data por volta de 2000 AC
sendo registrada em um papiro egipcio. Foram reportados dois tipos de
etiologias: A natural (incapacidade humana de obter a erecdo durante o ato
sexual) e a sobrenatural (dificuldade devido espiritos maus). Em outro
momento, Hipdcrates relatou a disfuncao erétil em individuos da cidade de
Schyntia e atribuiu esta incidéncia ao habito de andar a cavalo. Posteriormente,
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Aristételes afirmou que 3 ramos de nervos transportavam energia e espirito ao

pénis e que a ere¢do acontecia devido ao influxo de ar para o érgao sexual .

Esta teoria foi bem aceita até o momento em que Leonardo da Vinci
(1504) identificou sangue no interior de corpos cavernosos colocando em
duvida a necessidade de influxo de ar, entretanto, esse registro permaneceu
em segredo até o inicio do século XX “’. No ano de 1585 Ambroise Paré
demonstrou que o pénis era composto de feixes nervosos, artérias, veias, dois
corpos cavernosos, trato urinario e de quatro musculos. Segundo Ambroise”
quando o homem esta inflamado de desejo o sangue vai para 0 pénis
tornando-o ereto”. Dionis (1718) adicionou o pensamento de vénulo-oclusao ao
afirmar que os musculos pressionavam as veias. Hunter (1785) reforcou esta

idéia ao dizer que a “compressao de veias previnia o efluxo de sangue” ”’.

Grandes avancos foram obtidos entre 1980 e 1990 a fim de
compreender o fendbmeno hemodindmico da erecao. Dentre estes esta o papel
do musculo liso na regulacédo do influxo de sangue através das artérias e na
reducédo do efluxo através da compressao de veias. Outro avango importante
foi a descoberta da regulacdo neural através do mediador 6xido nitrico, do
papel modulador do endotélio sobre o tobnus da musculatura lisa cavernosal,
bem como de enzimas fosfodiesterases.

7.2 Neurofisiologia da erecao em mamiferos

A funcao erétil € mediada por estimulos tateis, olfatorios, visuais e
mentais cuja integracdo e processamento ocorrem no sistema nervoso central
8 A participagdo do sistema nervoso pode ainda ser dividida em inervacédo
autondmica, sendo classificada como simpética e parassimpatica e em
somatica, sensitiva e motora. A via aferente envolve nervos sacrais (S2-S4) e
apresenta receptores na pele do pénis, glande, uretra e dentro do corpo
cavernoso. Essas fibras convergem e formam o nervo dorsal, que ao se unir
com nervos pélvicos origina o nervo pudendo interno. As fibras deste nervo

ascendem através do feixe espino-talamico até o tdlamo e cértex sensitivo °. A
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via eferente é formada pelo sistema autondmico simpéatico téraco-lombar (T10-
L2), pelo parassimpatico sacral (S2-S4) e do sistema nervoso somatico (S2-S4)
(Figura 14).
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Figura 14. - Diagrama representando as vias centrais e periféricas que regulam a
erecao peniana. T, tumescéncia peniana; D, detumescéncia peniana. Mecanismos
sinpticos excitatdrios e inibitérios sdo indicados por + e -, respectivamente. FONTE:
referéncia 79.

A funcao erétil envolve um fendbmeno neuro-vascular, que como
citado acima envolve o sistema nervoso central e periférico. O pénis mantém
seu estado flacido devido a acao constritora da noradrenalina sobre vasos

penianos e o musculo liso cavernosal &

. A liberacao deste mensageiro quimico
estimula os receptores do tipo a-adrenérgicos presente na musculatura lisa dos
vasos e do musculo cavenorsal, gerando trifosfato de inositol (IP3) e
Diacilglicerol (DAG) a partir do fosfolipidio de membrana difosfatidilinositol 4,5
bifosfato. O IP3 liga-se a receptores presentes no reticulo sarcoplasmatico
(atua como estoque de calcio) liberando o ion célcio para o sarcoplasma. O
célcio, assim como no musculo estriado, age como componente regulador e

essencial para o processo contratil. No citosol, o célcio irda interagir com a
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proteina calmodulina formando um complexo denominado célcio-calmodulina.
Este complexo ativa a quinase de cadeia leve da miosina (MLCK). Apds
ativada, esta quinase ira fosforilar a subunidade regulatéria da cadeia leve da
miosina, tornando possivel a capacidade de quebra do ATP na miosina &'.

Estudos demonstraram que a participacdo do sistema nervoso
simpatico no estado detumescente é algo importantissimo®’, pois a sua
contribuicdo para o aumento da concentracdo de calcio no citosol é intensa.
Pesquisas demonstraram que a diminuicdo da concentracdo de calcio no
citosol induz a redugdo do complexo célcio — calmodulina - MLCK tendo como
consequéncia o desmembramento do complexo actina-miosina e relaxamento
do musculo liso &%,

Durante a erecéo ocorre algo inverso do que observamos no estado
flacido. A comecgar que o sistema nervoso simpatico ndo se comporta como
sistema predominante. Fibras parassipaticas e fibras ndo- adrenérgicas e nao-
colinérgicas (NANCs) aumentam a sua participagao no estado erétil e secretam

acetilcolina e 6xido nitrico, respectivamente ®'.
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Figura 15: llustracdo representativa do fendmeno hemodinédmico envolvido no estado
detumescente (A). Observa-se forte influéncia simpética causando baixo fluxo
sanguineo devido contracdo das artérias helicinais, musculatura lisa e grande
drenagem venosa. llustragdo representativa do fenbmeno hemodinamico envolvido no
estado tumescente (B). Observa-se forte influéncia parassimpética e de fibras nao-
adrenérgica nao-colinérgica causando aumento do fluxo sangilineo e da pressao
intracavernosa devido ao relaxamento da musculatura lisa cavernosal.
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7.3 O 6xido nitrico e a erecao peniana em mamiferos

No inicio dos nos 90, estudos realizados em tiras de corpos
cavernosos isolados de coelhos e de humanos identificaram a participagao do
fator relaxante derivado do endotélio / éxido nitrico no relaxamento de corpos
cavernosos evocado por estimulo de campo elétrico 3. O tratamento com
tetrodotoxina aboliu o relaxamento indicando que este possuia origem neural.
Situacdo idéntica aconteceu ap6s o tratamento com azul de metileno,
oxihemoglobina e L-NAME demonstrando que a via NO-GMPc estava
envolvida % de forma que a descoberta e conceito de éxido nitrico como

neurotransmissor estava sendo formada.

Depois de identificada a participacdo do NO em estudos in Vitro,
buscou-se investigar sua acdo em modelos in Vivo. Para tanto, o génglio
pélvico foi estimulado e obtido o aumento da pressao intracavernosa. Por
conseguinte, administrou-se o inibidor da enzima éxido Nitrico Sintase (L-

NAME), no qual observou-se a reducdo na pressao intracavernosa .

Assim, o NO corresponde ao principal mediador envolvido na fungao
erétil em mamiferos %®. Em condigdes normais o éxido nitrico apresenta-se
na forma de gas sendo produzido e liberado através de células endoteliais e
fibras autonémicas n&do-adrenérgicas e ndao- colinérgicas (NANC) difundindo-se
para o interior da trabécula. A producédo de 6xido nitrico requer a participagao
da enzima o6xido nitrico Sintase (NOS), sendo esta expressa em diversos
tecidos sob trés diferentes isoformas: neuronal, endotelial e induzida &'°. As
isoformas neuronal e endotelial necessitam de célcio, oxigénio, arginina e de
NAPDH para formacdo de NO. A isoforma induzida, que é principalmente
expressa em células de defesa, ndao envolve a participacdo de calcio e
corresponde a Unica isoforma que nao esta envolvida na eregao peniana.

Diversos estudos buscaram comprovar a importancia da participagcéao

de fibras nitrérgicas na fungéo erétil. Isto foi realizado ao utilizar bloqueadores

84-85

da NOS em fibras estimuladas eletricamente de rato e macaco® onde foi

observado uma redugéo na eregéo.
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O NO promove a eregcao peniana apés difundir-se localmente no
musculo liso e ligar-se a enzima guanilato ciclase soluvel (sGC). Esta enzima
possui um sitio especifico de ligacdo para o NO de modo que ela funciona
como um “receptor” intracelular para o éxido nitrico %°. A interacdo NO-GCs
provocara uma alteracao conformacional na enzima de modo potencializar a
conversdao de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina Monofasfato ciclico
(GMPc). O GMPc ira ativar uma proteina quinase- dependente de GMPc (PKG)
no qual ird fosforilar certas proteinas e canais idnicos, resultando na abertura
dos canais de potassio e hiperpolarizacdo de membrana, sequestro do calcio
intracelular pelo reticulo sarcoplasmatico, inibicdo dos canais de calcio com
diminuicdo de seu influxo resultando em diminuicdo dos niveis de célcio
intracelular e causando relaxamento das células do musculo liso, necessario
para erecdo 892 Entre outros possiveis mecanismos de acdes da PKG estéo
alteracdes no estado de fosforilagdo da cadeia leve da miosina resultando em
mudancas em outras vias de transdugéo de sinais e inibicao da liberacao pré-
sinaptica ®. Para retornar ao estado flacido, o GMPc é hidrolisado em GMP
através de uma classe de enzimas denominadas de fosfodiesterases (PDE)
dentre estas PDE do tipo 5 possui atividade especifica em GMPc %
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Figura 16. Mecanismo de ac¢ao dos inibidores de PDES5.
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7.4 Oxido nitrico e a erecdo peniana em serpentes

Recentemente foi observado que acetilcolina e o nitroprussiato de
sédio promoviam relaxamento em corpos carvernosos isolados de cascavel e
que essas respostas eram abolidas na presenca de L-NAME (100 uM) e ODQ
(10 uM), respectivamente, indicando a participacao da via NO-sGC-cGMP em
corpos cavernosos de C. d. terrificus (figura 17) *'
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Figura 17 Curva concentragdo resposta a (A) Acetilcolina (ACh, 0.01-100 mM) na
auséncia (controle—CTL) e presenca de L- arginina metil-ester (L-NAME, 100 uM) e
(B) o doador de éxido nitrico SNP (0,01-30 uM) na auséncia (controle—CTL) e
presencga do inibidor de sGC 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10
UM) bem como resposta ao estimulador BAY 41-2272 (0,01-10 yM) na regido nao
espiculada do hemipenes de cascavel (C. d. terrificus). O percentual de relaxamento
foi calculado em relacdo a contragdo evocada por fenilefrina. Os pontos s&o expressos
como média * erro padrao da média de n=3-4. Referéncia 41

Estimulos de campo elétrico foram capazes de induzir relaxamento
frequéncia- dependente e foram abolidos na presenca de L-NAME (100 pM),
sugerindo a participacdo do NO no relaxamento, entretanto essa resposta nao
foi alterada na presenca de TTX(1 uM) em corpos cavernosos de cascavel (C.
d. terrificus) (figura 18).
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Figura 18: Relaxamento frequéncia dependente induzido por estimulagdo de campo
elétrico (EFS) (A) em hemipenis de C. d. terrificus (cascavel) na auséncia (control-
CTL) e presenca do inibidor do 6xido nitrico sintase Nw-nitro-L-arginina-methil-ester
(L-NAME, 100 uM), o inibidor da guanilato ciclase soluvel 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4,3-
ajquinoxalin-1-one (ODQ, 10 yM), e o bloqueador de canal de sodio TTX (1 uM). (B)
Corpo cavernoso de from macaco na auséncia (CTL) e na presenca de L-NAME (100
pM) e TTX (1 yM). Dados estédo representados como média + erro padrédo da média;
(n=6). ***p<0,001 comparado com controle. Referéncia 41.

7.5 Justificativa e relevancia

Os répteis foram os primeiros animais a desenvolverem pénis
intromitente e com erecao peniana mediada por aumento do fluxo sanguineo.
O éxido nitrico corresponde ao principal mediador enddégeno envolvido na
erecdo de mamiferos e recentemente nosso grupo demonstrou sua
participagdo no relaxamento de corpos cavernosos isolados de cascavel
(serpente perconhenta). Diante desses achados, acreditamos que a via NO-
GCs-GMPc também esteje envolvida no relaxamento de corpos cavernosos
isolados de répteis mais antigos como serpentes constritoras, lagartos ou até
mesmo quelbnios (tartarugas) e que esta via foi desenvolvida em corpos
cavernosos desses animais e conservada em CcOrpos cavernosos de

mamiferos.

Compreender e comparar a fisiologia da erecao utilizando
ferramentas farmacolédgicas consiste em um importante passo no entendimento

do processo evolutivo deste evento fisiolégico, gerando informacbes de
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possiveis novos alvos farmacoldgicos no tratamento da disfuncao erétil em
humanos ou informando que este “novo alvo”, na verdade, sempre esteve

presente e envolvido na erecao de vertebrados inferiores.

Serpentes de habitos constrictors sdo milhdes anos mais antigas
evolutivamente que serpentes pergonhentas. Portanto, utilizaremos a serpente
P. guttatus (Corn snakes) como modelo experimental comparando-a com
resultados descritos na literatura sobre C. d. terrifius (Cascavel) e mamiferos.
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8. Objetivo geral

No presente trabalho buscamos caracterizar os mediadores
envolvidos na contracao e no relaxamento evocado por estimulo de campo
elétrico e a presenca da via NO-GCs-GMPc em corpos cavernosos isolados de
P. guttatus (Corn snake).

8.1 Objetivos especificos

e Averiguar a participagdo catecolaminérgica na contragdo evocada por
estimulo de campo elétrico em corpos cavernosos isolados de P.
guttatus.

e Avaliar a sensibilidade a TTX e a dependéncia do ion sédio na contragéo
evocada por estimulo de campo elétrico em corpos cavernosos isolados

de P. guttatus.

e Avaliar a presenga da via NO-GCs-GMPc através do relaxamento
evocados por ferramentas farmacol6gicas em corpos cavernosos de P.

guttatus pré-contraidos por fenilefrina (3 uM).

e Avaliar o envolvimento do 6xido nitrico em relaxamento promovido por
estimulo de campo elétrico em corpos cavernosos de P. guttatus pré-
contraidos por fenilefrina (3 uM).
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9. Materiais e Métodos

9.1 Animais de experimentacao

Exemplares de P. guttatus (Corn Snake) (machos; peso 0,7 Kg a 0,9 Kg)
foram obtidos da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP). Os animais
foram sedados com ketamina (50 mg/kg), anestesiados por inalagédo de

isoflurano e eutanasiados por exsanguinacgéo *.

Todos os procedimentos e protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), sob protocolo N% 3949-1.

9.2 Protocolos Funcionais

9.2.1 Isolamento e montagem dos tecidos

Apl6s realizar uma incisdo ventral na regido inferior a cloaca, os
hemipenis invertidos foram expostos, removidos e imediatamente colocados
em solucdo de Krebs-Henseleit (mM); NaCl (117), KCI (4.7), CaCly (2,5),
MgSOyq4 (1,2) KoPO4, NaHCO3 (25), glicose (11) mantido a 27 °C. Em seguida o
musculo esquelético retrator do pénis e os tecidos conectivos foram removidos
e 0s tecidos cavernosos foram dissecados. Os dois I6bulos de cada hemipénis
foram separados e depois foram abertos e seccionados em duas tiras. Desta
forma, cada animal forneceu quatro segmentos de corpo cavernoso
dissecados, com comprimento por volta de 1 cm), 2 segmentos provenientes
de cada hemipénis (PCC, sigla em inglés para Pantherophis corpus

cavernosum).

Corpos cavernosos foram isolados e mantidos em solugdo nutritiva de
Krebs-Henseleit gaseificados por mistura carbogénica (95% O, e 5% COy) e
submetidas a tensdo de 5 miliNewtons (mN) em banho de érgdos com
capacidade de 10 mililitros (mL). As tiras de corpos cavernosos permaneceram
em periodo de estabilizacdo de 60 minutos com sucessivas lavagens a cada 15
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minutos e reajuste de tensdo. As alteragdes de tens&o foram medidas usando-
se transdutores isométricos (AD Instruments, Australia) e registradas em
sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados (software versdo 5.0, AD

Instruments, Australia).

9.2.2 Caracterizacao da contracao induzida por
estimulacao de campo elétrico em corpo cavernoso de P.
guttatus

Os Tecidos foram submetidos a estimulo de campo elétrico (30 V; 0,1
ms de duracdo, frequéncia de 4-16 Hz e train de estimulo de 30 segundos) na
presenca e na auséncia de TTX (1 yM), guanetidina (30 uM) e fentolamina (10

MM).

9.2.3 Avaliacao do efeito da substituicao do equimolar do
NaCl por N-metil-D-glucamina na contracao induzida por
estimulacao elétrica.

Segmentos de Pantherophis CC foram estimulados eletricamente (30 V;
0,2 milisegundos, 30 segundos,) 4-16 Hz. As estimula¢des foram realizadas na
presenca e na auséncia da solucdo de Krebs modificada, na qual o NaCl foi
substituido de maneira equimolar por N-metil-D-glucamina (NMDG), com a
seguinte composi¢cdo em (mM): N-metil-D-glucamina (118), KCI (4,7), CaCl,
(2.5), MgSO4 (1,2), NaHCO3 (25), KH2PO4 (1,2) e glicose (11) com ph 7.4

9.2.4 Avaliacao da presenca funcional da via 6xido nitrico-
guanilato ciclase soluvel

Tiras de Pantherophis CC foram pré-contraidas com fenilefrina (3 uM) e
apos obtida uma contracao sustentada, foram realizadas curvas concentracao-
resposta a acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sédio (SNP) na presenga e na
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auséncia do inibidor da enzima éxido nitrico sintase (L-NAME; 100 uM), e do

inibidor da guanilato ciclase soluvel (ODQ ;10 uM), respectivamente.

9.2.5 Caracterizacao do relaxamento evocado por
estimulo de campo elétrico

Tiras de Pantherophis CC foram pré-contraidas com fenilefrina (3 uM) e
apods obtida uma contragdo sustentada foram submetidas a estimulo de campo
elétrico (30 Volts; 0,1 ms de duragéao, frequéncia de 4-16 Hz e train de estimulo
de 30 segundos) na presenca e na auséncia de TTX (1uM) e L-NAME; (100
MM).

9.3 Analise dos resultados

As contragbes provocadas pelo estimulo elétrico (EFS) foram expressas
em seus valores absolutos (mN). Os relaxamentos evocados por agonistas
exdgenos ou pelos estimulos de campos elétrico foram expressos como

percentual da pré-contracao induzida por fenilefrina.

Os dados sao apresentados como média *+ erro padrao das médias
(E.P.M) de um numero experimental (n). Para comparacbes das variaveis,
usou-se o teste “t” de STUDENT pareado ou andlise de variancia (One-way
ANOVA) seguido do pds teste de Bonferroni O programa Prisma (GraphPad
Software) foi usado para estas analises. p<0,05 foi aceito como significativo.
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10. Resultados

10.1 Caracterizacao da contracao induzida por estimulo de
campo elétrico em corpo cavernoso de P. guttatus

A estimulagdo de campo elétrico (EFS) promoveu contracoes
frequéncia-dependente em corpos cavernosos isolados de P. guttatus. Os
tratamentos com fentolamina (10 pM) e guanetidina (30 yM) reduziram a
amplitude de contragdo evocada por EFS (Figura 19) (n=3 e n=4,

respectivamente) (p<0,05). Entretanto, ndo foi observado alteracdo apds a
adicao da tetrodotoxina (1 uM) (n=4).
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Figura 19: Contracdes induzidas por estimulo de campo elétrico (EFS; 30V; 0,1ms; 4-
16 Hz) em tiras de corpos cavernosos isoladas de P. guttatus na presenca e auséncia
de fentolamina (10 uM), guanetidina (30 uM) e tetrodotoxina (1 uM). Valores expressos

como média + erro padrdo da média. *p<0,05 vs. Controle; teste t Student nao
pareado.
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10.2 Efeito da substituicao equimolar do NaCl por N-metil-D-
glucamina na contracao induzida por estimulo de campo
elétrico em corpo cavernoso de P. guttatus

A substituicdo equimolar de NaCl por N-metil-D-glucamina (NMDG) nao
alterou a resposta contratil em Pantherophis CC, sugerindo ndo haver relagcédo
entre a reducdo da concentracao de sddio e amplitude da contragdo evocada
por estimulo de campo elétrico (EFS) (Figura 20) (n=3).
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Figura 20: Estimulo de campo elétrico (EFS; 30 V; 0,1 ms; 4-16 Hz) em tiras de
corpos cavernosos isolados de P. guttatus nutridos por solucdo de Krebs- Henseleit

(modificado através de substituicdo equimolar de NaCl por NMDG). Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo da média.

10.3 Avaliacao funcional da presenca da via 6xido nitrico-

guanilato ciclase soluvel em corpo cavernoso de P. guttatus

Acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de so6dio (SNP) promoveram
relaxamento concentragdo-dependente em Pantherophis CC (n=4 e n=3,
respectivamente) (Figura 21A e 21B). A adicdo de L-NAME (100 uM) reduziu a
resposta maxima evocada por ACh em aproximadamente 40 % (p<0,05) (n=3).
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Em contraste, o pré-tratamento com ODQ (10 uyM) induziu um intenso

deslocamento a direita na curva construida na presenca de SNP (n=3)
(p<0,05).
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Figura 21: (A). Curvas concentragbes- respostas a acetilcolina (ACh) na presenga de
N- metil ester de L- arginina (L-NAME; 100 uM) (B) e nitroprussiato de sédio (SNP) na
presenca de 1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ; 10 uM) em corpos
cavernosos isolados de P. guttatus. Dados expressos como média + erro padrao da
média. * p<0,05 vs. ACh; #p<0,05 vs. SNP teste t de Student nao pareado

Tabela 18: Valores de poténcia e eficacia dos agonistas Acetilcolina (ACh) e
nitroprussiato de sédio (SNP) em corpos cavernosos isolados de P. guttatus.

Poténcia (pECs) Resposta maxima (%)
ACh 6,8+0,13 107 £ 5,4
ACh + L-NAME (100 pM) 7 +0,09 69,6 +2,6 *
SNP 7,4 £0,20 79+45

SNP + ODQ (10 pM) 591022 # 80,1 £9,2
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10.4 Caracterizacao do relaxamento evocado por estimulo de

campo elétrico em corpos cavernosos isolados de P. guitatus

Estimulo de campo elétrico promoveu relaxamento em tiras de corpos
cavernosos de P. guttatus pré-contraidos com fenilefrina (Figura 22). Ambos
os tratamentos com TTX (1 uM) ou com o inibidor da sintase de 6xido nitrico
(L-NAME; 100 pM) nao alteraram a resposta relaxante (n=3 para ambos 0s
grupos).
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Figura 22: Estimulo de campo elétrico (EFS; 30 V; 0,1 ms; 4-16 Hz) em tiras de
corpos cavernosos isolados de P. guttatus pré- contraidos por fenilefrina (3 uM) na
presenca e auséncia de tetrodotoxina (TTX; 1 uM) e de L-NAME (100 uM). O relaxamento
esta expresso como o percentual da contragéo obtida por fenilefrina e os dados estéao
representados como média + erro padrdo da média.
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11. DISCUSSAO

Neste segundo capitulo identificamos a presenca de um canal de sodio
TTX-resistente em corpos cavernosos isolados de P. guttatus, bem como
caracterizamos a via NO-GCs-GMPc neste tecido.

Identificar os mediadores envolvidos na contracao evocada por estimulo
de campo elétrico (EFS) € um importante passo no entendimento da fisiologia
da erecdo e da comparacdo de forma evolutiva deste processo. Em nosso
estudo identificamos que estimulos de campo produziram contragdes do tipo
frequéncia-dependente e que esta resposta foi reduzida diante da incubacéo
prévia de guanetidina (um agente simpatolitico) e de fentolamina (antagonista
inespecifico alfa adrenérgico), sugerindo uma participacao catecolaminérgica
na manutencdo do tdénus cavernosal em Corn snakes. Em mamiferos, a
noradrenalina constitui um dos principais agentes mantenedores do estado
flacido do pénis ao promover a contracdo muscular ®. Na década de 80
diversos estudos foram realizados em voluntarios sadios na tentativa de propor
antagonistas adrenérgicos e simpatoliticos no tratamento da disfuncéo erétil %
% A eficacia destes agentes em induzir erecdo reforca a participacdo e
importancia adrenérgica no controle do estado flacido. Diante destes achados
podemos inferir que evolutivamente os mecanismos envolvidos na manutengao
do tébnus em corpos cavernosos de serpente foram conservados e mantidos em

mamiferos.

Assim como observado em anéis de aortas de P. guttatus (capitulo 1
desta tese), os corpos cavernosos desta serpente também apresentam canais
de sédio TTX-resistentes. Esta insensibilidade a TTX também foi observada em

neurdnios nitrérgicos de cascavel *'

. Dados ainda nao publicados do nosso
grupo (dados ainda nao publicados) sugerem que a contragao induzida por
EFS cascavéis também é resistente a TTX. As possiveis razdes desta

insensibilidade foram discutidas no capitulo anterior.

Diante deste resultado surge o questionamento de qual a participacao e
importancia do ion sodio na resposta evocada por campo elétrico. A fim de
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responder isto, substituimos de forma equimolar o NaCl presente na solucao
nutritiva por NMDG. Protocolos similares sdo comumente usados em ensaios
eletrofisioldgicos %%°. O achado de que a contracdo induzida por EFS foi
inalterada na presenca de solugao modificada, sugere uma resisténcia ao sédio
na contragdo muscular. E importante ressaltar que ainda permanecem 25 mM
de sédio presente na solucéo oriundo do bicarbonato de sédio, entretanto em
dados ainda nao publicados (dados ainda nao publicados) do nosso grupo
demonstram que a remocao total NaCl por NMDG reduziu em 60%
preparagdes de corpos cavernosos de coelhos. A resisténcia ao sédio em
preparacées de corpo cavernoso de P. guttatus sugere que ou o estimulo
‘neuronal” € desencadeado unicamente por calcio ou esta minima
concentracdo de soédio presente no bicarbonato de sodio é suficiente para
desencadear o potencial de agdo. Fendmeno semelhante foi encontrado em
corpos cavernosos isolados de cascavel (dados ainda nao publicados).
Embora seja observada resisténcia ao ion sédio em cascavel, o canal de sédio
dependente de voltagem esta presente, visto que a adicdo de anestésicos
locais (ropivacaina e bupivacaina) reduziu a resposta contratil evocada por
EFS.

O 6xido nitrico corresponde ao principal mediador endégeno envolvido
no relaxamento do corpo cavernoso, e consequentemente na eregao peniana
88 A fim de investigar a presenca da via NO-GCs-GMPc em corpos
cavernosos isolados de P. guttatus, buscou-se construir uma curva
concentracdo-resposta a acetilcolina.  Acetilcolina foi capaz de induzir
relaxamento em tecido isolado, entretanto o tratamento com L-NAME néo
reduziu resposta completamente conforme observado em corpo cavernoso de
cascavel, sugerindo a existéncia de mecanismo de agao independente da via
do NO. Estudo realizado em anéis de aorta isolado de rato demonstrou que o
tratamento com indometacina (inibidor inespecifico de cicloxigenase) é capaz
de deslocar para direita e reduzir a resposta maxima da curva a ACh . Em
virtude de prostandides relaxantes serem eficazes em relaxar corpos
cavernosos de mamiferos, € possivel que eles estejam envolvidos na resposta
induzida pela ACh.
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A guanilato ciclase soltvel constitui o receptor endégeno do NO *.
Esta enzima converte GTP em GMPc, um importante segundo mensageiro
envolvido na funcao erétil. A fim de averiguar aspectos funcionais da sGC,
realizamos curvas concentragdes respostas a um conhecido doador de NO, o
nitroprussiato de sodio (SNP). SNP promoveu relaxamento concentragcao
dependente via ativacdo de SGc com poténcia superior a observada em CC de

cascavel ou de humano *1°

. Diante disso, inferimos que uma importante via
de sinalizagdo presente em corpos cavernosos humanos também esta

presente em Pantherophis CC.

Embora seja observado um relaxamento evocado por estimulo de
campo elétrico (EFS) com resposta frequéncia-dependente, este nao foi
abolido apés a adicdo de L-NAME (100 uM), sugerindo o ndo envolvimento
nitrérgico neste fendbmeno. Em mamiferos e em serpentes (cascavel) foi
demonstrado que o relaxamento induzido por EFS € de origem nitrérgica. Uma
possivel explicacdo para este evento em Pantherophis CC seria a nao
presenca de Oxido nitrico de origem neuronal. Provavelmente a origem do
Oxido nitrico capaz de ativar a sGC seja em grande parte oriunda do endotélio
(eNOS). Sabe-se que o aumento do fluxo sanguineo (shear stress) ao corpo
cavernoso € capaz de estimular a eNOS, produzindo NO, relaxando vasos e
corpos cavernosos e aumentando ainda mais o fluxo sanguineo. A ativagéo de
ambas NOS (eNOS e nNOS) participam ativamente tanto no inicio como na

manutencdo da erecdo peniana em mamiferos '%.

A adicao prévia de agente simpatolitico (guanetidina) e de antagonista
muscarinico (atropina) excluiu a participacdo adrenérgica e colinérgica no
relaxamento evocado por EFS. Em virtude deste relaxamento ndo ser de
origem nitrérgica, € provavel que este seja induzido por outras fiboras NANCs
tais como VIP ou CGRP. O achado de que o relaxamento induzido por EFS é
tetrodotoxina—resistente nao invalida o raciocionio de que o fendmeno seja de
origem “neuronal”/ ou mediado por neurotransmissor, visto que em corpos
cavernosos de cascavel também se observou fendmeno de resisténcia a
tetrodotoxina, e foi demonstrada origem nitrérgica. Resposta similar aconteceu
na contracdo evocada por EFS em P Pantherophis CC no qual também é TTX

resistente e € de origem adrenérgica, conforme demonstrada acima.
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12. Conclusao parte Il

o A contragdo evocada por estimulo de campo elétrico em corpos
cavernosos isolados de P. guttatus é mediada por liberagdo de catecolamina.

o A contracdo induzida por estimulo de campo elétrica em em corpos
cavernosos isolados de P. guttatus € insensivel a presenca do ion sodio e

apresenta canais de sédio TTX-resistente.

. Assim como observado em mamiferos, a via de sinalizacdo NO-GCs-
GMPc esta funcionalmente presente em corpos cavernosos isolados de P.

guttatus.

o Diferente do observado em mamiferos e em cascavel, o 6xido nitrico nao
esta envolvido no relaxamento induzido por estimulo de campo elétrico em
corpos cavernosos isolados de P. guttatus, sugerindo o envolvimento de outras

fibras ndo adrenérgicas nao-colinérgicas neste fendmeno.
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CERTIFICADO

Cerificamos que o projeto  intitulado »Avaliacio ex vivo do trato urogenital,
astrointestinal e vascular Chelonoidis carbonaria”, protocole n® 3907-1, sob &

responsabilidade de Prof. Dr. Gilberto de Nucci | Rafael de Morais Campos, que envalve
a produgio, manutengio efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo

Verfebrala (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-s& de
acordo com os preceitos da LEI N* 11.784, DE & DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais & do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO
DE 2009, = com as nomas editadas pelo Conselho MNacional de Controle da
Experimentacio Animal - CONCEA, e fol aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animals da Universidade Estadual de Campinas - CEUAJUNICAMP, em reunido de 10

de agosto de 2015.

Vigéncia do projeto: 10/2015-01/2017
EspécielLinhagem: Chelonoids carbonaria {Jabuti)
Mo. de animais: 20

Pesafldade: 30 anos { 03kg

Sexo: 10 machos | 10 fémeas

Origem: Parque Ecolégico do Tisté

A aprovagio pela CEUAUNICAMP ndo dispensa autorizagac prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou ClBio.

Campinas, 10 de agosto de 2015
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Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud FatimaAlonso
Presidente Secretaria Executiva
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CERTIFICADO
Certificamos gue o projeto intitulado “Avaliagio da funcio erétil, vagcular, ¢ gastrointestinal de
Elaphe guttata” protocolo n® 3949-1, sob a responsabilldade de Prof. Dr. Gilberto de Mucei /
Raf; is_Campos, que envolve a produclo, manulengdo efou utilizacdo de animais

periencentes eo filo Chordata, subfilo Verfebrata (exceto o hamam) para fins de pesquisa cientifica ou
ansing, encontra-se de acordo com os preceilos da LEI N 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008,
gue estabelece procedimentos para o uso cientifico de animals e do DECRETO N° 8.899, DE 15 DE
JULHD DE 2008, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal - CONCEA, e foi aprovado pala Comiss3o de Etica no Uso de Animals
da Universidade Estadual de Campinas - CEUAJUNICAMP, em reunido de 06 de julbo de 2045

Vigéncia do projeto: 2017
Espécie/Linhagem: Elaphe guitata {cobra do milho)

No. de animais: 13

Pesolldade: 02 anos / 250g

Sexo: machos
Origam: UNIVAP
Espécle/Linhagem: Elaphe guttata {(cobra do milho)

Mo. de animais: 09
Pesolldade: 02 anos [ 250g
Sexo: fdmeas

Origem: UNIVAP

A aprovagio pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizagio prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou
CiBlo.

P

Campinas, 06 de julho @& 2015, '_i 1
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Profa, Dra/ Liana Maria Cardoso Verinaud Fél.injg..ﬁlorrso

Presidentea Secretaria Executiva
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