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RESUMO




O oxido nitrico e os canais i0nicos de potassio e calcio sdo fundamentais no fendémeno de
erecio peniana tanto em animais como em seres humanos. O objetivo deste estudo foi
investigar o papel fisiologico e os aspectos hemodinamicos do ¢xide nitrico (NO) e dos
canais de potassio dependentes do adenosina de trifosfato (Karp) no fendmeno de eregio
peniana em cdes. No estudo foram utilizados quinze cies adultos, machos, anestesiados,
com peso médio de 9.2 + 0.7 kg A eregdo peniana foi induzida através do estimulo do
nervo pélvico e as variagdes da pressdo intracavernosa (IC) foram registradas por meio de
um transdutor de pressdo (PRC 21/3, Ugo Basile, Italy). No grupo L a pressdo IC basal foi
de 12.8 + 5.0 mmHg. O estimulo do nervo pélvico aumentou significativamente a pressio
IC a 86.2 £ 11.4 mmHg (p<0.05), com laténcia de 8.8 & 2.9 segundos(seg). O D-NAME,
enantidmero inativo do L-NAME, ndo alterou a resposta evocada pelo estimulo nervoso
(79.8 + 12.5 mmHg, laténcia de 7.2 + 1.9 seg). Entretanto, o tratamento dos animais com a
inje¢do intravenosa do inibidor da sintese de dxido nitrico o L-NAME (N“-nitro-L-arginina
metil éster; 10 mg/kg) inibiu em 82 % o aumento da pressio IC induzida pelo estimulo
nervoso (15.4 = 5.0 mmHg, n = 5, P <0.05). A L-Arginine, e nio D-Arginine reverteu
injecdo intracavernosa de papaverina promoveu aumento da pressdo IC para 116.0 £ 10.9

mmHg (P<0.01) com laténcia de 6 + 0.7 sec.

No grupo II, a administragio intracavernosa do agonista do canal de Karp, cromacalina
(3 e 10 ug) aumentou, significativamente, a pressdo intracavernosa (PIC= 103 = 144
mmHg e 106 £ 12.1 mmHg, respectivamente, n = 4, P <0.05). A administrac@o
intracavernosa do bloqueador seletivo do canal de Karp, glibenclamida (10 mg) inibiu ¢
aumento da PIC induzida pela cromacalina (10 ug). Entretanto, a glibenclamida ndo afetou
o aumento da PIC evocado por estimulo elétrico do nervo pélvico. A analise dos resultados
mostrou que o relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos e a eregdo peniana
em cdes dependem da liberagio de NO. Contudo, a evidéncia de que a glibenclamida ndo
afetou o aumento da pressao intracavernosa induzida por estimulo elétrico do nervo pélvico
sugere que os canais de Karp ndo exercem um papel importante no mecanismo de eregéo

peniana em caes.
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ABSTRACT




Objective: To define the physiologic role and hemodynamic features of nitric oxide (NO)
and the adenosine triphosphate (ATP)-dependent K~ (Karp) channel in canine penile

erection.

Material and Methods: Mongrel dogs were anesthetized, and penile erection was induced
by electrical stimulation of the pelvic nerve. Changes in the intracavernous pressure (ICP)

were measured with a transducer.

Results: The basal ICP was 12.8 + 5.0 mmHg. Pelvic nerve stimulation (5 to 20 V, S to
15 Hz, for l-minute interval) significantly increased the ICP to 862 £ 114 mmHg,
(n = 5 P <005) Treatment with the NO synthase inhibitor L-NAME
(N®-nitro-L-arginine methyl ester; 10 mg/kg intravenously) abolished this increase
(15.4 £ 5.0 mmHg, n = 5, P <0.05). Intracavernous mjection of the Karp channel opener
cromakalim (3 and 10 pg) increased the ICP (103 = 144 mmHg and 106 #+ 12.1 mmHg,
respectively, n=4). This response was abolished by the prior intracavernous injecton of the
selective Karp channel-specific blocker glybenclamide (10 mg). Glibenclamide did not
affect the increase in ICP induced by electric stimulation of the pelvic nerve

(88 + 24 2 mmHg).

Conclusions: Our results indicate that relaxation of canine cavernous smooth muscle and
penile tumescence are mediated by NO. The failure of glybenclamide to affect the increase
in ICP induced by pelvic nerve stimulation suggest that ATP-dependente K+ channels

probably do not play a physiologic role in canine penile erection.

Abstract
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I- INTRODUCAO




A eregdo peniana ¢ um evento fisiologico complexo que compreende

mecanismos psiquicos, neurais e vasculares, envolvendo a interagio da estimulacio neural
do misculo liso do corpo cavernoso com a liberagio neuro-humoral de fatores contrateis e
relaxantes do endotélio (KRANE et al, 1989; LUE et al, 1983; SAENZ DE
TEJADA et al., 1988). Os estudos dos mecanismos centrais e periféricos da ere¢iio peniana
levaram a grandes avangos no tratamento clinico da disfuncio erétil (DE). Na altima
década o desenvolvimento de novas drogas de terapia oral, como a sildenafila, marcou o
inicio de uma nova era no tratamento farmacolégico ndo invasivo da DE. Entretanto, esses
avangos terapéuticos s6 foram obtidos através do conhecimento dos principais sistemas
neurogénicos e seus mediadores envolvidos no mecanismo fisiofarmacologico da ereciio
peniana. A investigacdo da hemodindmica peniana em animais anestesiados incluindo o
¢do, coelho e o macaco, estabeleceu que trés eventos interdependentes ocorrem durante a
erecio: relaxamento da musculatura lisa adjacente aos sinusdides do corpo cavemnoso,
aumento do influxo arterial e oclusio passiva das veias emissarias que drenam o corpo
cavernoso (DORR e BRODY, 1967, SJOSTRAND e KLINGE, 1979; LUE et al., 1983). O
mais importante ainda ¢ que estes achados comparados a estudos clinicos demonstraram
que esta seqliéncia de eventos hemodindmicos também ocorre em seres humanos
(SHIRAI et al., 1978; MEULEMAN et al., 1992). Por isso0, nos Gltimos 30 anos a pesquisa
sobre disfungdo eretil esteve enfocada na anatomia e nos mecanismos responsaveis pelo
relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos obtendo-se assim os conhecimentos

atuais sobre a fisiologia da eregdo peniana.

No inicio da década de 90, resolvemos estudar os mecanismos envolvidos na
fisiologia da eregdo peniana associando-nos ao Departamento de Farmacologia. Apos
alguns anos, conseguimos publicar, pela primeira vez, um trabalho com resultados clinicos
¢ laboratoriais na revista British Journal of Urology (Cara et al., 1995). A partir de entéo,
surgiram muitos outros trabalhos publicados demonstrando uma perfeita harmonia entre a
pesquisa clinica e laboratorial pela disciplina de Urologia representada pelo Professor
Doutor Nelson Rodrigues Netto Jr. e Professor Doutor Adriano Fregonesi e o
Departamento de Farmacologia representada pelos Professores Doutores Gilberto De Nucci
¢ Edson Antunes. No entanto, a maioria destes trabalhos sio frutos de pesquisas

laboratoriais iz vitro. Desta forma, decidimos ampliar 0s nossos recursos em pesquisa
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iniciando os estudos in vivo. Assim, comegamos a desenvolver o modelo experimental em

céles visando estudar os mecanismos fisiologicos envolvidos na eregio peniana.

Uma vez estabelecido o método em induzir ere¢es penianas através do
estimulo elétrico do nervo pélvico resolvemos estudar os canais de potassio (K) que
presumivelmente exercem um papel importante no relaxamento da musculatura lisa
vascular e tecido erétil pemano (BOLOTINA et al, 1994; KUBO et al, 1994;
ARCHER et al., 1994, 2002). Assim, baseando-se nas evidéncias apresentadas iniciamos
nossa pesquisa investigando o canal de Katp na ere¢dio peniana em cies o que resultou na
presente tese de doutorado e no respectivo trabalho publicado que sera detalhadamente

descrito a seguir.

1.1- Fisiologia da ereciio peniana

A sequéncia de fendmenos determinantes da erecio peniana permaneceu
obscura durante séculos. No século IX acreditava-se que a erecio peniana decorria de uma
oclusdio ativa do mecanismo de drenagem venosa do pénis ("KOBELT, 1851). Durante
anos, prevaleceu a teoria de que o fenGmeno decorreria simplesmente do aumento do fluxo
arterial controlado por valvulas nos vasos penianos (DEYSACH, 1939; CONTI, 1952).
Somente na década de 80 foi elucidada a seqliéncia correta de eventos hemodindmicos
responsavels pela erecdo peniana, utilizando modelos experimentais desenvolvidos em
macacos ¢ cdes. Tais modelos baseavam-se na colocagdo de eletrodos ao redor do nervo
cavernoso ¢ a aplicacdo de corrente elétrica aos mesmos, permitindo a obtengio de erectes
reprodutiveis. Simultaneamente, a insercdo de agulhas diretamente no corpo cavernoso
possibilitava o registro grafico destas respostas tanto em termos de elevagio da pressido

intracavernosa como de duragio da tumescéncia.

Além disso, tal modelo possibilitava a infusdo de solugio fisiologica
intracavernosa, permitindo estimar o retorno venoso peniano tanto no estado flacido como

no ereto. Estes trabalhos elucidaram a inter-relagdo entre as alteracSes de fluxo arterial e

" KOBELT. apud BONDIL, P; DOREMIEUX. A; KANAWATI, A - Mechansims of human erection: A
historical overview. Int. J. impotence Res, 2. Supplement 2, 61—62, 1990.
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venoso, correlacionando-os com o comportamento da musculatura lisa intracavernosa

durante a erecdo peniana.

Assim, estudos funcionais aliados a analises histologicas e de microscopia
eletrdnica permitiram definir a seqiiéncia de eventos hemodinimicos responsaveis pela

eregao que ¢ aceita, atualmente, em animais e seres humanos (LUE et al., 1983, 1984).

1.2- Hemodinamica da erecio peniana

O processo de ereciio e detumescéncia foram divididos em diferentes fases

(ABOSEIF e LUE, 1988; ANDERSSON e WAGNER, 1995).

e Fase 0 ¢ o estado de flacidez pemiana. Durante este estado, as artérias
cavernosas e a musculatura lisa cavernosa estao contraidas, sob a influéncia,
principalmente, do sistema nervoso simpatico. O fluxo sangiineo pelas
artérias cavernosas € minimo e mantido por motivos nutricionais. O fluxo
pelas vénulas subtunicais e veias emissarias € livre, sem nenhum obstaculo.
Eletromiografia neste estado demonstra contratilidade da musculatura lisa
{WAGNER et al., 1989) {(Figura 1).

e Fase 1 ¢ a fase latente ou de enchimento. Apds estimulacio sexual, o sistema
nervoso parasstmpatico aumenta a sua atividade, aumentando o fluxo
sangiiineo pelas artérias pudendas internas e cavernosas. A resisténcia no corpo
cavernoso diminui devido ao relaxamento das artérias helicinas e
musculatura lisa das trabéculas. O pénis aumenta em comprimento. A pressio

intracavernosa nfo aumenta, assim como a pressio sangiiinea sistémica.

¢ Fase 2 ¢ a fase de tumescéncia. O fluxo sangiiineo em homens jovens
aumenta de 25 a 60 vezes comparado ao estado de flacidez. A pressé{o
intracavernosa aumenta rapidamente. A complacéncia do corpo cavernoso
aumenta significativamente em razdo do relaxamento da musculatura lisa
trabecular. O pénis aumenta de comprimento e didmetro. No final desta fase,

o fluxo sangiiineo arterial diminui.
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Fase 3 ¢ a fase de eregdo plena. O corpo cavernoso aumenta o seu didmetro

devido ao acimulo de sangue e comprime as vénulas subtunicais contra a tinica
albuginea, reduzindo o retomo venoso (Figura 2). As reducdes do efluxo
venoso pela compressdo mecédnica das vénulas subalbugineas sdo conhecidas
como mecanismo veno-oclusivo (SHIRAI et al, 1978) (Figura 3). A pressio

intracavernosa fica 10 a 20 mmHg abaixo da pressdo sangiifnea sistolica.

Fase 4 ¢ a fase de erecfio rigida ou esquelética. A pressio intracavernosa esta bem
acima da pressio sangiiinea sistolica, conseqiiénecia da contragio da
musculatura isquiocavernosa e bulbocavernosa. Nio existe fluxo pelas

artérias cavernosas durante esta fase.

Fase 5 ¢ a fase de transi¢do. Aumenta a atividade do sistema nervoso simpético,
aumentando, assim, a contratilidade da musculatura lisa das artérias e das
trabéculas. O fluxo arterial é reduzido, no entanto o mecanismo veno-

oclusivo ainda esta ativo.

Fase 6 ¢ a fase inicial da detumescéncia. Existe um moderado declinio da

pressdo intracavernosa, as vénulas subtunicais aumentam o fluxo.

Fase 7 ¢ a fase de detumescéncia rapida. A pressdo intracavernosa declina
rapidamente, o mecanismo de veno-oclusio esta desativado e o pénis retorna

ao estado de flacidez.
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Figura 1- Representagio esquemitica das estruturas envolvidas na flacidez peniana
(CARSON et al., 1999).
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Figura 2- Representa¢io esquematica das estruturas envolvidas na eregic peniana
(CARSON et al., 1999)
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Figura 3- Nustracio das alteragBes dos vasos e sinusdides cavernosos no estado flacido e
ereto do pénis. Notar a compressio mecinica das vénulas subalbugineas
constituindo 0 mecanismo venc-oclusivo (LUE T .F., 2000).

Ap6s o conhecimento anatdmico e hemodinimico da eregio peniana, os
esforcos de pesquisa passaram a se concentrar na identificagio dos neurotransmissores que,
liberados pelas terminagBes nervosas do nervo cavernoso, desencadeiam uma série de
eventos que controlam o ténus da musculatura lisa intracavernosa, constituindo o evento

fundamental da eregdo peniana.

1.3- Farmacologia da erecio peniana

A ereglio peniana ¢ um fendmeno neuro-vascular resultante do relaxamento da

musculatura lisa dos vasos ¢ do tecido dos corpos cavernosos (ANDERSSON, 2001a).
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Este relaxamento € mediado por sistemas de transmissio com a liberagdo de

varios neurotransmissores do sistema nervoso central e periférico.

O tecido cavernoso recebe inervagdes somaticas, simpaticas, parassimpatica,
ndo adrenérgica e ndo-colinérgica (NANC) (DAIL., 1993, ANDERSSON, 2001b). Os
nervos NANC contém nido somente neuropeptideos, mas também transmissores € enzimas
moduladoras ou geradoras de transmissores, como € o caso da oxido nitrico sintases (NOS)
e das hemo - oxigenases (SAENZ DE TEJADA, 2000).

Transmissores NANC também podem ser encontrados em nervos colinergicos e
adrenérgicos. Assim, € dificil caracterizar as populagdes de nervos baseadas em seus
transmissores (LUNDBERG, 1996). Contudo, um importante grupo de nervos no corpo
cavernoso contém além da acetilcolina (Ach), NOS, polipeptideo vasoativo intestinal (VIP)
e neuropeptideo Y ( HEDLUND et al.; 2000b).

Além disso, o endotélio dos vasos exerce uma fungio importante no mecanismo
de relaxamento e contracio da musculatura lisa atraves da liberagio de poderosos
vasodilatadores como: prostaciclina (MONCADA et al., 1976), fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF) (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980), e do metabolismo de substincias
vasoativas como: catecolaminas, angiotensina, bradicinina e prostaglandinas

(VANE, 1969).

Assim, os nervos e o endotélio dos sinusodides e vasos penianos produzem e
liberam transmissores e moduladores que interagem po controle do estado contratil da

musculatura lisa peniana.

Desta forma, o balango entre os fatores que contraem e relaxam a musculatura
lisa do corpo cavernoso regula o tonus tecidual e determina o estado funcional do pénis:
detumescéncia e flacidez, tumescéncia e erecdio. O sistema nervoso auténomo simpatico €

antieretivo e a transmissio via sacral parassimpatico € pro-eretiva.
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1.3.1- Transmissores/moduladores da contragiio da musculatura lisa do corpo cavernoso

e Noradrenalina

A noradrenalina, também conhecida como norepinefrina, ¢ sintetizada a partir
da tirosina através de uma seqiiéncia de etapas envolvendo enzimas e co-fatores. A
noradrenalina € o neurotransmissor das fibras simpaticas pos-ganglionares
(LEFKOWITZ et al, 1996).

O corpo cavernoso apresenta uma rica inervagfio adrenérgica e acredita-se que o
estado de flacidez peniana seja mantido principalmente pela tonicidade simpatica. A
noradrenalina liberada estimula receptores alfa das artérias penianas (cavernosa e helicinas) e
trabéculas, contraindo a musculatura (ANDERSSON e WAGNER, 1995).

Existem no corpo cavernoso receptores alfa e beta, com predominio dos
receptores alfa. Entretanto, para cada receptor beta existem dez receptores alfa (LEVIN e
WEIN, 1980). Dos receptores alfa, foram identificados os receptores alfa 1 € alfa 2 em corpo
cavernoso humano, contudo existe uma predomindncia funcional dos receptores alfa 1 neste
tecido (GOEPEL et al., 1999).

Todos os subtipos de receptores alfa 1 foram demonstrados em corpo cavernoso
humano. TRAISH et al. (1995a) demonstraram que existe predomindncia dos receptores alfa
1A e alfa 1D, no entanto, GOEPEL et al. (1999) demonstraram um predominio de alfa 1A,
alfa 1B e alfa 2A.

TRAISH et al. (1997) comprovaram expressio de RNAm para alfa 2A, alfa 2B
¢ alfa 2C em todo o corpo cavernoso humano. Nio se sabe, até o momento, se 0s receptores
alfa 2 sio importantes para a regulagio do tdnus da musculatura lisa do corpo cavernoso.
Receptores alfa 2 pré-juncionais modulam a liberagio de noradrenalina dos nervos
simpiticos do corpo cavernoso (MOLDERINGS et al, 1989). Todavia, estimulaciio de
receptores alfa 2 pré-juncionais de artérias penianas de resisténcia de cavalos inibem a

liberag@o de transmissores ndo-adrenérgicos e ndo-colinérgicos (SIMONSEN et al., 1997)
(Figura 4).
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Alguns fatores, incluindo os androgenos, regulam a responsividade dos receptores
alfa na musculatura lisa cavernosa.

REILLY et al (1997), comparando ratos normais com ratos castrados,
verificaram que 0s ratos castrados apresentavam reatividade aumentada quando os receptores

alfa 1 eram estimulados.

Nervos
Nitrérgico . Adrenérgico
ol a2
* NO o2 NE ot NE‘
Ny —_— T
\ \ i Musculatura
fica
Relaxamento Contragido
\.. rl-, 1 ‘}......, .
B2 1 w2l
Epinefrina

Figura 4- Receptores adrenérgicos e mecanismo de contracio e relaxamento da musculatura lisa
do corpo carvernoso (JARDIN, et al., 2000}

O mecanismo de transdugdo intracelular, quando os receptores alfa sdo
estimulados, faz-se através do metabolismo do fosfatidil inosito! pela enzima fosfolipase C,
produzindo o inositol trifosfato (1Ps) e o diacilglicerol (DAG). O inositol trifosfato, por sua
vez, agindo no receptor para IP; na membrana do reticulo sarcoplasmatico, libera o célcio

para o citoplasma, aumentando a concentragio deste fon.
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O DAG estimula a proteina quinase C que, por sua vez, aumenta o influxo de
calcio pelos canais de cilcio (Ca?") e diminui a saida de potassio pelos canais de potéssio
(SAENZ DE TEJADA, 2000) (Figura 5).

EXTRACELULAR

Noradrenalina Noradrenalina

Proteina-G + GTP

INTRACELULAR

Figura S- Mecanismo de agio da epinefrina na contragiio da musculatura lisa (JARDIN,
et al., 2000).

* Endotelinas

As endotelinas sfo uma familia de trés peptideos que foram descobertos em
1988 (YANAGISAWA et al, 1988), a saber: endotelina 1 (ET1), endotelina 2 (ET2) ¢
endotelina 3 (ET3). Elas foram demonstradas em corpo cavernoso humano e acredita-se na
contribui¢io destes peptideos na manutengic do tonus da musculatura lisa dos corpos
cavernosos (ANDERSSON e WAGNER, 1995).
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ET1 € um potente vasoconstritor sintetizado pelo endotélio lacunar e,
possivelmente, pela musculatura lisa trabecular (HOLMQUIST, et al, 1990b; SAENZ DE
TEJADA, 1991).

A endotelina 1 ¢ um constritor mais potente que as endotelinas 2 e 3
(SAENZ DE TEJADA, 1991).

Dois tipos de receptores, ET4 e ETg, sio responsaveis pela a¢io das endotelinas
na musculatura lisa. O receptor ET4 € o principal mediador das endotelinas, contraindo a
musculatura lisa, e o receptor ETp estd presente principalmente no endotélio, mediando

uma resposta vasodilatadora endotélio-dependente (ARI et al., 1996).

Também foi demonstrado que a endotelina 1 potencializa os efeitos

vasoconstritores da noradrenalina (GONDRE ¢ CHRIST, 1998).

O mecanismo de transdugfo intracelular para ambos os receptores faz - se através
da ativagio da fosfolipase C mediada por uma proteina G, levando a hidrélise do
fosfatidilinositol e formagfio de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), com
liberagdo de calcio do interior do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma e também
através da ativagio da proteina quinase C (PKC) (HOLMQUIST et al, 1990b;
HOLMOQUIST et al., 1992a) (Figura 6).
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Figura 6- Mecanismo de contragio da musculatura lisa do corpo cavernoso induzido por
endotelina (JARDIN, et al., 2000).
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* Angiotensina

O sistema renina angiotensina ¢ de extrema importdncia na regulacdo da
pressdo arterial a longo e curto prazo. A remina é sintetizada, armazenada e secretada na
circulacdo arterial renal pelas células justaglomerulares granulares situadas nas paredes das
arteriolas aferentes, 2 medida que entram nos glomérulos (CALDWELL et al., 1976). Fatores
que reduzem a pressdo arterial, como as redugdes no volume sangiiineo (dieta hipossodica,
diuréticos, perda sangiiinea, insufici€ncia cardiaca congestiva, etc.) ou redugdes na resisténcia
periférica total (por exemplo, uso de wvasodilatadores), ativam a liberacdo de renina
{JACKSON e GARRISON, 1996).

A renina atua sobre o angiotensinogénio para catalisar a formacgio do
decapeptideo angiotensina I (ERDOS et al., 1990). Este decapeptideo € clivado pela enzima
conversora de angiotensina {(ECA), uma cinase I, produzindo o octapeptideo angiotensina {I
(IKEMOTO et al., 1950; JACKSON e GARRISON, 1996).

Os efeitos da angiotensina I so exercidos através de receptores especificos na
superficie celular, Existem dois subtipos de receptores da angiotensina, AT1 e AT2, que ja
foram clonados e caracterizados farmacologicamente (MURPHY et al,, 1991), mas existem
outros dois receptores nio totalmente caracterizados, do ponto de vista farmacologico: AT3 e
AT4 (CHAKI e INAGAMI, 1992; SWANSON et al., 1992).

Até 0 momento, todos os efeitos farmacolégicos da angiotensina I1 parecem ser

mediados pelo receptor AT1, nfio tendo sido definido o papel funcional do ATZ.

Os receptores AT1, quando ativados pela angiotensina I, levam a ativagdio da
fosfolipase C, mediada por uma proteina G. A fosfolipase C, por sua vez, hidrolisa o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato para gerar o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O TP3 liga-se a receptores nos canais que liberam Ca® nos seus depositos
intracelulares (reticulo sarcoplasmatico), hiberando o ion no sarcoplasma. O diacilglicerol
ativa a proteina quinase C (PKC) que, por sua vez, também ativa o sistema de troca Na /H .
Todos estes eventos resultam no aumento do calcio iGnico intracelular estimulando a

interagdo actina-miosina € a contragdo da musculatura lisa (BERRY et al., 2001) (Figura 7).
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O corpo cavernoso humano produz e secreta quantidade relevante de
angiotensina 1. A Injecdo intracavernosa de angiotensina II promoveu a contracio da
musculatura lisa e inibiu as erecdes em cdes anestesiados. Contudo, a administraciio de losartan
(antagonista do receptor AT1), resulta no relaxamento da musculatura lisa e ere¢io peniana
(KIFOR et al., 1997).

BECKER et al. (2001a) demonstraram que os niveis plasmaticos de
angiotensina Il em corpo cavernoso de humanos aumentaram de 21,8 +- 4.6 pg/ml no
estado de flacidez para 27,9 +/- 10 pg/ml no estado de detumescéncia. No plasma
periférico, os niveis de angiotensina II foram de 17,2 +/- 62 pg/mi para 19,5 +/- 6,5 pg/ml

nos estagios penianos respectivos.

Assim, os niveis de angiotensina II no sangue cavernoso foram 30% maiores que
no sangue periférico retirados da veia cubital, sugerindo um papel importante da
angiotensina na contragio da musculatura lisa do corpo cavernoso (MLCC), durante o

periodo de detumescéncia peniana (BECKER et al. 2001b).
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IP5: Inositol Trifosfato (TOUZ e SCHIFFRIN, 2000).

Figura 7- Mecanismo de acio da angiotensina 11 na contracio da musculatura lisa.

¢ RhoA/Rho-kinase

Mais recentemente, ha evidéncias de que a contragiio vascular induzida pela
noradrenalina ¢ ET-1, na circulagio cavernosa, ¢ parcialmente mediada pela via
RhoA/Rho-quinase, como em outros leitos vasculares (UEHATA et al., 1997,
MILLS et al., 2001).
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A via de sinalizacio da RhoA/Rho-quinase tem um papel importante na

contracdo da musculatura lisa.

A RhoA ¢ uma proteina G de baixo peso molecular que cicla entre 0 GTP-ativo
¢ 0 GDP-inativo (SOMLYO e SOMLYO, 1998, 2000).

A Rho-quinase ¢ uma quinase que promove a fosforilagdo da miosina através da
inibigdo da fosfatase da miosina de cadeia leve da musculatura lisa (MCL-P). A RhoA ativa
a Rho-quinase que inibe 2a MCL-P, favorecendo a permanéncia da miosina de cadeia leve
(MCL) na forma fosforilada que, por sua vez, aumenta a sensibilidade da musculatura lisa

ao calcio e, conseqiiente, contragdo muscular (SAH et al,, 2000; AMANO et al, 2000).

Desta forma, ha uma menor de-fosforilagio dos filamentos de miosina,
preservando o ténus muscular (KIMURA et al., 1996, AMANO et al., 2000).

A modulagio da atividade da MCL-P ¢ um mecanismo de controle da
fosforilagio da MCL, independente de Ca”, constituindo uma via adicional em promover a

contracdo da célula muscular lisa.

Estudos mais recentes demonstraram que a via da Rho-quinase atua como
mediador do tonus contratil da musculatura lisa induzida por varios agonistas como a
fenilefrina, serotonina, ET-1 e histamina em varios leitos vasculares, incluindo a circulagio
cavernosa (CHITALEY et al, 2001; WEBER e WEBB et al., 2001).

Estes achados foram demonstrados através de experimentos em ratos tratados
com ET-1 ou agonistas alfa-adrenérgico, em que os autores observaram um blogqueio no

aumento da pressdo IC induzida por estimulo elétrico do nervo pélvico.

Contudo, este bloqueio era ineficaz quando os animais recebiam previamente
um inibidor seletivo da Rho-quinase (Y-27632), demonstrando que a contragdo vascular
induzida pela norepinefrina e ET-1 depende da ativagdo da Rho-quinase na circulagdo
cavernosa (MILLS et al., 2001).
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Estes achados reforcam a importdncia da Rho-quinase na contragio da

musculatura lisa do tecido cavernoso e sugere que a inibigio desta via pode ser o suficiente

para induzir uma eregdo peniana.

CHITALEY et al. (2001), demonstrou que a inje¢io IC de Y-27632 em ratos, in
vivo, promove 0 aumento na pressio intracavernosa do tipo dose-dependente. Um outro
achado importante € que este aumento permanece, mesmo quando os animais sdo tratados
com inibidores da sintese de oxido nitrico ou da guanilato ciclase. Além disso, o tratamento
dos animais com Y-27632 potencializa a resposta erétil induzida por estimulo elétrico do
nervo pélvico (CHITALEY et al., 2001).

Desta forma, conclui-se que a Rho-quinase ¢ importante na manutengdo da
contragido da MLCC e o blogueio desta via € suficiente para induzir uma resposta erétil,

independente de 6xido nitrico.

Recentemente acredita-se que a contracdo fasica da musculatura lisa peniana
seja controlada pelo aumento na concentragio intracelular de Ca™ e que a contragio ténica

seja governada pela via de maior sensibilizagio ao Ca’> (CELLEK et al., 2002).

Atualmente, muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos para analisar o
potencial terapéutico do uso de imbidores de Rho-quinase no tratamento dos pacientes com

disfuncio erétil.

A via da RhoA/Rho-quinase controla o tdénus da musculatura lisa em varios
tecidos, incluindo o corpo cavernoso. A inibigdo da Rho-quinase induz ao relaxamento dos
vasos sanguineos e da musculatura lisa respiratoria (UEHATA et al., 1997; HIRSHMAN e
EMALA, 1999).

Assim, o tratamento im vive com Y-27632 promove uma alteracio na fungio
respiratoria, pressio sanguinea e na musculatura lisa gastrintestinal (ISHIZAKI, 2000).
Entretanto, a injegio IC de Y-27632 ndo afeta a pressdo arterial média nas doses suficientes

para induzir a ere¢do peniana em ratos (CHITALEY et al., 2001).
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Contudo, serd necessirio o desenvolvimento de inibidores de Rho-quinase

especificos do tecido erétil para reduzir os eventos adversos sistémicos induzidos por estes

medicamentos € aumentar a sua eficacia no tratamento dos pacientes com disfuncfio erétil.

1.3.2- Transmissores/moduladores do relaxamento da musculatura lisa do corpo

Cavernoso
e AcetiiColina (ACh)

A acetilcolina € o produto da acetilagio da colina com a acetil coenzima A

catalisado pela enzima acetiltransferase.

A localizagdo imunocitoquimica desta enzima é de muito valor na identificagio
de ax0Onios colinérgicos (BROWN e TAYLOR. 1996).

A degradac@o da acetilcolina faz-se através da aglio da acetilcolinesterase
(TAYLOR, 1996). O corpo cavernoso humano e de varios animais é rico em nervos
contendo acetilcolinesterase (ANDERSSON e WAGNER, 1995).

Existem basicamente dois tipos de receptores para a acetilcolina: os nicotinicos

€ 05 MuSCarinicos.

Os receptores nicotinicos estdo ligados a canais idnicos e sua ativagio causa um
aumento rapido da permeabilidade de sodio e célcio. Os receptores muscarinicos pertencem
a classe de receptores acoplados & proteina G (BROWN e TAYLOR, 1996). Cinco subtipos
de receptores muscarinicos (M1, M2, M3, M4 e MS3) foram detectados através de
clonagem, sendo que quatro subtipos foram identificados em corpo cavernoso humano. O

receptor na musculatura lisa seria 0 M2 e no endotélio o M3 (TRAISH et al., 1995b).

COSTA et al. (1993) calcularam que o nimero de sitios que se ligavam a
acetilcolina na musculatura lisa do corpo cavernoso era de 45.000, 15 vezes menor que o
nimero de receptores alfa-adrenérgicos. Nestas células, o carbacol (agonista muscarinico com

pouca susceptibilidade a acetilcolinesterase) produz contragio. Isso significa que o
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relaxamento induzido pela acetilcolina na musculatura lisa se faz indiretamente, ou inibindo a

liberag&o de um fator de constrigio (noradrenalina, por exemplo) e / ou atraveés da liberacio de

um fator de relaxamento (dxido nitrico, por exemplo).

TRIGO ROCHA et al. (1993a), estudando a neurofarmacologia da eregiio em
cées anestesiados, observaram que inje¢do IC de atropina reduzia a pressdo intracavernosa.
Entretanto, a injegio de acetilcolina no interior dos corpos cavernosos aumenta a pressio
intracavernosa, quando comparada aquela apos estimulagdo elétrica dos nervos pélvicos.
Estes dots achados demonstraram um efeito relaxante da acetilcolina. Quando ela era
administrada apos o uso de (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propano-sulfato) CHAPS,
um detergente que destroi o endotélio vascular e lacunar, nfio se observava aumento da pressio
Intracavernosa, comprovando assim, que a agio da acetilcolina é dependente da integridade

do endotélio.

O fato de que ocorre ere¢io apds estimulagio do nervo pélvico, mesmo apds a
destruicdo do endotélio por CHAPS, implica que a liberacio de neurotransmissores
responsaveis pela erecdo € apenmas parcialmente endotélio-dependente e que os terminais

nervosos e a musculatura também podem liberar neurotransmissores.

Contudo, a resposta erétil apenas parcial ap6s injegdo intracavernosa (IC) de
acetilcolina bem como o bloqueio parcial da eregdo pela atropina sugeria um papel
importante para outro neurotransmissor efou outro tipo de fibra nervosa
(CARATI et al, 1987, STIEF et al, 1989). Outra possibilidade é que a atividade
parassimpética ndo necessariamente se resume a acdo da acetilcolina. Outros transmissores
podem ser liberados de nervos colinérgicos (LUNDBERG, 1996). Assim, a atividade
parassimpatica pode causar tumescéncia ou eregdo, inibindo a liberacdo de noradrenalina
através da estimulagdo de receptores muscarinicos em terminais nervosos adrenérgicos
(KLINGE e SJOSTRAND, 1977) ou pela liberagio de oxido nitrico e peptideos
vasodilatadores de nervos ndo-adrenérgicos e ndo-colinégicos e do endotélio
(ANDERSSON e WAGNER, 1995).
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- Peptideo vasoativo intestinal {VIP)

Uma vez definido que a acetilcolina, isoladamente, ndo preenchia os requisitos de
mediador quimico da eregio, outros possiveis neurotransmissores foram propostos. O pénis
humano apresenta nervos contendo VIP, de acordo com estudos imunohistoquirmnicos
(CROWE et al.,, 1983). A maioria destes nervos também apresentam imunorreatividade para
NOS. Parece que estes nervos que apresentam NOS e VIP sao colinérgicos, visto que também
contém VACHT (vesicular acetylcholine transporter), que é um marcador especifico para
neurdnios colinérgicos (HEDLUND et al., 1999).

O VIP tem dois tipos de receptores (1 e 2) que estdo ligados a uma proteina G

na membrana plasmatica acoplada a adenilato ciclase (MCDONALD et al., 1998).

Portanto, o mecanismo de acio do VIP faz-se através da estimulacdo de
adenilato ciclase, produzindo a adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que, por sua vez,
ativa a proteina quinase dependente do AMPc (PKA) (HEDLUND et al,, 1995 (Figura 8).
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Figura 8- Mecanismo de agio do polipeptideo vasoativo intestinal no relaxamento da
musculatura lisa (JARDIN et al , 2000).

O VIP, quando administrado a segmentos de corpo cavernoso humano, produz
relaxamento. Quando administrado no interior do corpo cavernoso de homens potentes, nio
produz ere¢do (ANDERSSON, 2001b). KIELY et al., (1989) injetaram VIP, papaverina e
uma associacdo destas drogas com a fentolamina no interior do corpo cavernoso de
12 homens impotentes e observaram que o VIP, isoladamente, ndo produziu erecdo. Mas,
quando associado com a papaverina, produziu rigidez peniana semelhante aquela da

associacdo de papaverina e fentolamina.
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E inegivel que o VIP tem uma acio relaxante na musculatura lisa peniana in vitro,

no entanto, a capacidade do VIP de promover eregdes apenas parciais bem como a
habilidade dos anticorpos anti-VIP de bloquear a resposta erétil induzida por estimulo
elétrico, em apenas uma parte dos animais, tornou seu papel como neurotransmissor
questionavel e ainda ndo esclarecido (ANDERSSON, 2000).

- Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

Posteriormente, em virtude da presenga do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) nas terminacGes nervosas das artérias e da MLCC peniano foi aventado
um possivel papel de neurotransmissor para esta substincia, O CGRP é um peptideo com
37 aminoacidos e € conhecido como um potente vasodilatador em uma variedade de vasos
sangiiineos, nos quais acredita-se produzir um relaxamento da musculatura lisa endotélio-
dependente (CROSSMAN et al., 1987, ALMEGARD ¢ ANDERSSON, 1993).

STIEF et al. (1990, 1991) demonstraram a presenca do peptideo gene-relacionado da
calcitonina em nervos de corpo cavernoso humano e, quando mjetado por via IC, aumenta o
fluxo das artérias penianas e provoca um relaxamento da musculatura lisa dos COIpos
cavernosos. Contudo, a capacidade desta de produzir eregdes apenas parciais em animais e
seres humanos toraram remota a possibilidade do CGRP ter um papel de neurotransmissor

da erec@o peniana.
- Adrenomedulina

Adrenomedulina ¢ um peptideo vasodilatador isolado de células de
feocromocitoma humano. Consiste de 52 aminoacidos e tem similaridades estruturais com
o PGRC. Atribui-se que a adrenomedulina tenha um papel regulador da pressdo artenal
sistémica (KITAMURA et al, 1993).

CHAMPION et al. (1997) relataram que adrenomedulina injetada no interior de
corpos cavernosos de gatos aumentou a pressdo intracavernosa e o comprimento peniano.

Mesmo assim, ndo sabemos ainda o papel deste peptideo na fisiologia da erecio.
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- Prostanodides

A injecdio IC de prostaglandina E1 (PGE,) induz a ereg¢do peniana em animais ¢
seres humanos e tem sido descrita como possivel modulador da eregio peniana. O corpo

cavernosc humano tem a habilidade de sintetizar varios prostandides

(MINHAS et al., 2000).

Os metabdlitos da ciclooxigenase a prostaglandina D2 (PGD;) Prostaglandina
E2 (PGEz), Prostaglandina F2alfa (PGF;a154), Prostaciclina (PGL,), e tromboxano A; agem
através de cinco grupos de receptores que mediam seus efeitos, a saber, receptor DP, EP,
FP, IP e TP, respectivamente (MORELAND et al., 1999). Estes receptores estio acoplados a
proteina G com diferentes sistemas de transdugio (COLEMAN et al., 1994; PIERCE et al.,
1995, NARUMIYA et al,, 1999).

Com relagdo aos receptores de prostaglandina E, existem quatro subtipos
(EP1, EP2, EP3 e EP4) baseados em informagSes fisiologicas e de clonagem molecular
(COLEMAN et al.,, 1994; TOH et al,, 1995).

Os prostandides PGFaun, tromboxano A; e PGI; contraem a musculatura lisa do
corpo cavernoso, assim como as prostaglandinas PGE; e PGE; relaxam a musculatura lisa,
estimulando receptores EP2 e EP4 (PORST, 1996).

A prostaglandina E1, ligando-se aos seus receptores EP2 e EP4, estimula adenilato
ciclase, que catalisa a formagfio do AMPc. Este estimula a proteina quinase A (PKA) e, em
menor escala, a proteina quiinase G (PKG). A PKA, por sua vez, estimula os canais de
potassio ativados por calcio, resultando em hiperpolarizagio da membrana plasmatica. Com
isso, ocorre uma diminui¢io do fluxo de calcio através dos canais de calcio do tipo L
voltagem dependente, resultando em relaxamento da musculatura lisa (LEE et al., 1999a).
A PKG, especificamente a cGKI, fosforila a fosfolamban, uma proteina que normalmente inibe

a bomba de Ca®" dentro da membrana do reticulo sarcoplasmatico.

A bomba de Ca’ ¢ entio ativada e, conseqiientemente, mobiliza o calcio do

sarcoplasma para o interior do reticulo sarcoplasmatico.
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O nivel de calcio citoplasmatico diminui, trazendo relaxamento da musculatura

lisa.

As proteinas guinases também ativam as bombas de calcio na membrana
plasmatica, aumentando o efluxo de calcio para fora da célula (SOMLYO e SOMLYO,
1994; KARAKI et al., 1997) (Figura 9).
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Figura 9- Mecanismo de agfio da prostaglandina no relaxamento da musculatura lisa.
(LUE, T F, 2000).

Segundo MOLDERINGS et al., (1992), a noradrenalina liberada no interior
dos corpos cavernosos de humanos é modulada por receptores pré- sindpticos para
prostaglandina E; e E;. Em estudos com corpo cavernoso de coelhos in vitro,
ITALIANO et al,, (1994) verificaram que a PGE, possui efeitos antiadrenérgicos através da
inibigdo da liberagio de noradrenalina.

Portanto, a PGE; exerce seus efeitos de relaxamento da musculatura fisa nfo

somente através do efeito direto via AMPc, mas também inibe o sistema simpatico.
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Embora a inje¢do IC de PGE; induza a erecdes satisfatoérias, os seus

bloqueadores de sintese ndo inibem a erecio eletro-induzida, atribuindo-se um papel

secundario dos prostandides como neurotransmissores.
- Oxido Nitrico (NO)

O papel fisiolégico do NO na erecio peniana foi descoberto através de

experimentos em tecidos cavernosos isolados de animais e seres humanos.

A observagio de que o bloqueio de receptores muscarinicos ndo inibe
(KLINGE e SJOSTRAND, 1977, ANDERSSON et al, 1983ab; DAIL et al, 1987
HOLMQUIST et al, 1992b) ou inibe pouco (SAENZ DE TEJADA et al, 1988} os
relaxamentos induzidos por estimulagfio elétrica foi determinante na pesquisa de novos
neurotransmissores na eregdo peniana. O fato do blogueio de receptores muscarinicos nio
afetar os relaxamentos induzidos por estimulacio elétrica em corpo cavernoso aliado a
observacdo de que a ACh enddgena ndo ¢ fator majoritdrio na geragio de NO em tecido
eretil (HOLMOQUIST et al, 1992b), levou & conclusio de que o NO proveniente das
terminagdes NANC ¢ o principal mediador neuronal da erego peniana (SJOSTRAND e
KLINGE, 1979, ANDERSSON ¢ WAGNER, 1995).

Além disso, a observagdo de que a atropina ndo apresenta efeito nas erecdes
provocadas por estimulo visual ou por vibragio local (WAGNER, 1981) favoreceu a
hipdtese da existéncia de um mediador NANC para o processo de erecdo peniana. Estes
achados, somados & semelhanca entre o tecido cavernoso, composto por endotélio revestido
por musculo liso € a estrutura dos vasos sanguineos, foram determinantes na conclusio de
que o oxido nitrico € o principal neurotransmissor responsavel pelo relaxamento da

musculatura lisa intracavernosa e eregio peniana.

Em 1980, FURCHGOTT e ZAWADSKI evidenciaram que o relaxamento
vascular induzido pela acetilcolina era dependente da presenca de endotélio vascular
integro e que as células endoteliais produzem uma substincia responsavel pela
resposta inibitéria através da ativagio de receptores M2. Esta substincia foi

denominada como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) e,
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posteriormente, identificado como NO (PALMER et al., 1987; IGNARRO et al., 1987).

Subseqilentemente, 0 EDRF foi comprovado em outras preparagdes vasculares como veias
¢ artérias, também verificando-se que este fator era liberado em resposta a varias
substancias, como por exemplo nucleotideos de adenina, trombina, substincia p e bradicinina.
Outros estimulos, tais como hipoxia, aumento de fluxo e estimulagio elétrica, também causam
relaxamento vascular endotélio-dependente in vitro. Outros agentes, no entanto, tais como
nitrovasodilatadores, fator natriurético atrial, agonistas beta-adrenérgicos e prostaciclina
induzem  relaxamento  vascular por um  mecanismo endotélio-independente
(MONCADA et al., 1991).

Assim, varios estudos foram realizados para caracterizar o fator de relaxamento

endotélio-dependente.

FURCHGOTT em 1988 sugeriu que o NO poderia ser o EDRF
(MONCADA et al., 1991). Estes achados também foram compartithados por IGNARRO et al.
(1988).

Estudos subseqiientes revelaram que o EDRF era quimica e farmacologicamente
indistinguivel do NO em tecido vascular (IGNARRO et al., 1987, PALMER et al., 1987,
MONCADA et al, 1988) e em plaquetas (RADOMSKI et al., 1987, MONCADA
et al., 1988)

Assim, admite-se que o EDRF seja 0 NO ou entfio uma substincia estritamente
relacionada ac NO (SAENZ DE TEJADA, 2000).

O oxido nitrico é um radical livre (a molécula tem um elétron em excesso)
altamente reativo e quimicamente instavel (SAENZ DE TEJADA, 2000). E sintetizado a
partir do aminoacido L-arginina através da acio enzimatica do oxido nitrico sintase,
produzindo quantidades equimolares de NO e citrulina (BUSH et al, 1992, IGNARRO e
MURAD, 1995 ).

A primeira demonstragdo de que a erecio peniana era mediada pelo oxido
nitrico liberado de nervos nio-adrenérgicos e ndo-colinérgicos foi publicada em 1990

(IGNARRO et al,, 1990). Estes pesquisadores estimularam eletricamente segmentos de corpo
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cavernoso de coelhos na presenca de guanetidina (bloqueador adrenérgico) e atropina
(bloqueador de receptores mascarinicos).

O relaxamento do corpo cavernoso de coetho induzido por estimulo elétrico
aumentou os niveis de nitritos ¢ GMP;, . Inferiu-se que este aumento devia-se a sintese de

oxido nitrico que estimulava guanilato ciclase (Figura 10).
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Figura 10- Mecanismo de relaxamento da musculatura lisa cavernosa induzida pela
liberagiio de NO dos nervos nio-adrenérgicos e ndo-colinérgicos e endotélio
(LUE, T. F., 2000).

Nesse mesmo trabalho, observou-se que havia um blogueio do relaxamenio da
musculatura do corpo cavernoso na presenga de inibidores do dxido-nitrico-sintase,
NO-nitro-L-arginina (L-NOARG) ou N nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME) ¢ que este blogueio era revertido por um excesso de L-arginina (substraio do
NO), provando que a atividade da NOS era necessaria em todo este processo de
relaxamento da musculatura lisa. Observou-se também que havia inibigio do relaxamento
da musculatura na presenga de oxi-hemoglobina {consumidor de NO) ou azul de metileno
(intbidor da guanilato ciclase). Demonstrou-se ainda a independéncia da via da

ciclooxigenase e seus produtos, devido ao bloqueio desta enzima pela indometacina.
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PICKARD et al,, (1991), usando corpo cavernoso humano obtido de pacientes

submetidos a cirurgias penianas, observaram que o relaxamento da musculatura lisa tratada
com guanetidina, evocado por estimulo elétrico, era resistente a infiisio de atropina e
sensivel & tetrodotoxina (bloqueador de canais de sédio), indicando que a origem deste
relaxamento provinha do estimulo de um nervo ndo-adrenérgico e ndo-colinérgico.
Demonstrou também que este relaxamento era atenuado, dose-dependente, por inibidores
da oxido nitrico sintase, L-NOARG, mas nfo pela D-nitro arginina. O efeito inibitorio da
L-NOARG foi antagonizado pela L-arginina, mas nfio pela D-arginina. A infus3o de azul
de metileno causou uma inibigfio/concentragio dependente do relaxamento da musculatura
lisa induzido por estimulo elétrico, concluindo que o relaxamento da musculatura lisa do
corpo cavernoso humano € mediado pelo dxido nitrico ou por uma substincia relacionada
com o NO (PICKARD et al,, 1991).

Atualmente, sabe-se que o NO é o Ginico mediador, dependente do endotélio,
responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso humano. Ao passo
que, o relaxamento das artérias penianas depende do NO e da ativagio do mecanismo que
ndo envolve a sintese de NO ou a atividade da ciclooxigenase. Este processo ¢ mediado por
canais de potassio ativados por célcio e ¢ atribuido ao fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF, ANGULO et al., 2003).

- Isoformas de Oxido Nitrico Sintase (NOS)

Oxido nitrico sintase é a enzima que caracteriza a produgo de oxido nitrico a partir
da L-Arginina. S3o conhecidas duas categorias de NOS: enzimas constitutivas, reguladas por
fons calcio e calmodulina e, enzimas induzidas, ligadas a calmodulina, porém
independentes de célcio. A NOS induzida (iNOS ou NOS II) ¢ solavel e sua expressio é
induzida por citocinas e endotoxinas (RAJASEKARAN et al,, 1998). Existem dois tipos de
NOS constitutiva: dxido nitrico sintase neuronal (nNOS) ¢ 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS).

A nNOS, também chamada de NOS 1, é solivel e, portanto, esta no citoplasma,
e principalmente nos nervos periféricos, centrais e em ilhotas pancreaticas (ELIASSON et al,

1997). A eNOS, também chamada NOS I, é particulada, ou seja, estd presente na
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membrana plasmatica da célula, principalmente em células endoteliais e células epiteliais
renais (FORSTERMANN et al,, 1989, BREDT e¢ SNYDER, 1990; MITCHELL et al.,
1991; POLLOCK et al_, 1991).

Tanto o endotélio quanto as termina¢des nervosas no corpo cavernoso podem
produzir NO (BURNETT et al., 1993). Desta forma, a eNOS e a nNOS esto envolvidas no

mecanismo da ere¢do.

O papel da nNOS em mediar a ere¢io peniana esta bem estabelecido, visto que,
camundongos geneticamente tratados sem nNOS apresentam eregdes, sdo férteis e respondem
com aumento da pressdo intracavemnosa a eletroestimulagio de nervos cavernosos

(BURNETT et al., 1996).

Isto porque, estes animais apresentam uma producgfio intacta de NO
neurogenico, através de uma variante de nNOS no pénis (GONZALES-CADAVID
et al., 2000).

A eNOS também ¢ essencial para a ere¢io peniana, ndo somente em ratos que nio
apresentam a nNOS, mas também em ratos normais. Isto porque, o NO derivado do
endotélio, sintetizado pela eNOS, representa uma fonte importante no relaxamento da
MLCC ¢ esta presente no endotélio sinusoidal e no endotélio dos vasos sanguineos dos corpos

Cavernosos.

Os principais argumentos que fortalecem a hipotese do envolvimento do NO
derivado do endotélio na fungdo erétil sdo: Primeiro, a ACh liberada do nervo colinérgico
pos-ganglionar evoca a liberagdo de NO do endotélio. De fato, a administracio de ACh
exOgena produz um relaxamento endotélio dependente no corpo cavernoso e artérias
penianas (AZADZOT et al., 1992). Entretanto, a atropina e a neostigmina nio inibe a erecdo
peniana induzida por estimulo do nervo cavernoso (BURNETT et al., 1992). Desta forma, o
relaxamento neurogénico do copo cavernoso nfio requer um endotélio funcionante
(KIM et al, 1991; OKAMURA et al., 1999). Segundo, pode haver uma ativagio da eNOS
pelo shear stress (RESS et al., 1989).
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Ou seja, durante a eregio a expansio do lumen vascular e sinusoidal leva a

ativagdo da proteina quinase Akt (PKB) e subseqiiente fosforilagio e ativagio do eNOS
facilitando a liberagdio de NO pelo endotélio (HURT et al., 2002).

Finalmente, substancias no plasma como a bradicinina e o ox1génio ativam a
producio de NO pelo endotélio através da entrada de sangue oxigenado No COrpo cavernoso
(SAENS DE TEJADA, 2004). Assim, atualmente acredita-se gue, 0 NO derivado da nNOS
do nervo nitrérgico € responsavel pela iniciagdo e maior parte do relaxamento da MLCC, ao
passo que, o NO derivado do eNOS contribue para a manutencio da erecdo (SAENS DE
TEJADA, 2004).

Na analise de fracBes subcelulares de células endoteliais em cultura, verificou-
se que 95% da atividade enzimética da NOS estava diretamente correlacionada & fracdo
particulada da enzima (fracdo ligada a membrana), contra apenas 5% de atividade na fragdo
citosolica (FORSTERMANN et al, 1991a). Para a sua atividade, a eNOS requer
calcio/calmodulina, NADPH ¢ 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) (FORSTERMANN
etal, 1991b).

Um outro achado importante é que a atividade da nNOS, no pénis, parece ser
controlada por androgenos. A castragio de ratos adultos e o tratamento com o
antiandrégeneo, flutamida, reduzem a atividade da NOS constitutiva peniana e a resposta
erétil ao estimulo do mervo cavernoso (CHAMNESS et al, 1995; LUGG et al. 1996;
PENSON et al,, 1996).

A idade também parece diminuir a atividade da NOS. Ratos jovens apresentam
uma expressio maior de RNAm e de NOS quando comparados com ratos idosos
(GARBAN et al, 1995; CARRIER et al., 1997; DAHYIA et al., 1997).

- Sinalizacio intracelular mediada pelo NO

O NO ativa a guanilato ciclase (GCs) por ligar-se diretamente com o grupo
heme formando um complexo heme-ferrosonitrosil. Esta ativacdo causa elevacdo nos niveis
de GMPc, o qual ¢ clivado a partir do trifosfato de guanosina (GTP) pela GCs
(RAPOPORT e MURAD, 1983; LUCAS et al., 2000). Sdo propostos varios mecanismos
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para explicar a atividade relaxante resultante de um aumento nos niveis de GMPc induzido

pelo NG ( WALDMAN e MURAD, 1987; LUCAS et al, 2000). Estes incluem: (1)
inibicdo da geragdo de inositol-1,4,5-trifosfato  (IP3); (2) aumento do seqliestro de Ea%
citosolico; (3) desfosforilacao da cadeia leve da miosina; (4) inibi¢do do influxo de Ca *";
(5) ativagiio de proteinas quinases; (6) estimulagio da Ca*’-ATPase de membrana e (7

abertura de canais de K.
- Guanilate ciclase

Guanilato ciclase compreende uma familia de enzimas que catalisam a
conversao do trifosfato de guanosina (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc).
Existem dois tipos de isoformas, a enzima ligada & membrana plasmatica (particulada) e a

sohavel.

Elas sdo reguladas por diversos agonistas extracelulares que incluem horménios
peptidicos, toxinas bacterianas e radicais livres (NO, por exemplo), assim como moléculas
intracelulares, tais como o calcio e nucleotideos da adenosina (LUCAS et al, 2000).
Guanilato ciclase solivel estd em quase todas as células de mamiferos e media diversas
fungBes fisiologicas, tais como inibicdo da agregacio plaquetaria, transducio do sinal
neuronal, imunomodulagio e relaxamento da musculatura lisa (COLLIER e VALLANCE,
1989). KIM et al. (1998) demonstraram a produgiio de GMP¢ por guanilato ciclase particulada
no corpo cavernoso de ratos e de coelhos estimulada por alguns tipos de peptideos
natriuréticos. Porém, guanilato ciclase solivel ¢ provavelmente o receptor mais importante

para o NQ.
- Guanosina menofosfato ciclico (GMP)

As respostas celulares de varios componentes endégenos e ex0genos tais como
autacoides, horménios, neurotransmissores e algumas toxinas, sio realizadas por guanosina
monofosfato ciclico. O GMP¢ é o produto da catalisagdo de guanilato ciclase sobre o GTP
(LUCAS et al., 2000). O actimulo de GMPc no interior da célula muscular lisa desencadeia
uma série de eventos que resultam no relaxamento da musculatura. Trés eventos principais

devem ser considerados: a ag8o sobre os canais idnicos, a agio sobre as proteinas quinases e a
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acdo das fosfodiesterases na degradagio do GMP. (LUCAS et al., 2000). Dois tipos

diferentes de proteinas quinases dependentes de GMPc (¢GK 1 e II) foram identificadas em

mamiferos.

A inativagio da ¢GK I em ratos aboliu o relaxamento pela via NO/GMPc tanto
da musculatura lisa vascular quanto da musculatura lisa intestinal e também inibiu a
agregacdo plaquetaria, causando hipertensdo e distirbios da hemostasia (PFEIFER et al,
1998). A musculatura lisa peniana em ratos com deficiéncia de ¢GK I, ndo relaxa  liberago
de NO neuronal, endotelial e/ou quando administrado exogenamente (HEDLUND et al,
2000a). Da mesma forma que, os camundongos geneticamente tratados sem c¢GK I nio
apresentam relaxamento da musculatura lisa cavernosa quando tratados com NO/GMPc
(HEDLUND et al, 2000a). Assim, conclui-se que a ¢GK I é o maior mediador do
relaxamento da musculatura lisa pela via NO/GMPc. Sua auséncia nio pode ser
compensada pela cascata de eventos desencadeada pela adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) (ANDERSSON, 2001a). A ¢GK II esta ausente do sistema cardiovascular e &
abundante no cérebro e intestino (UHLER, 1993).

Atualmente, sugere-se que a ¢GK I age como um modulador do calcio
intracelular. Embora a ¢GK I seja considerada o principal mediador dos efeitos do GMPc,
outras moléculas devem ser levadas em consideragdo, entre elas, a proteina quinase A
(PKA) (LUCAS et al., 2000). O GMPc media o relaxamento da musculatura lisa diminuindo a
concentracdo de célcio no interior da célula por meio de quatro mecanismos principais:
reduzindo o influxo de Ca”’, aumentando o efluxo de Ca*’, promovendo o sequestro de Ca®*
para o interior do reticulo sarcoplasmatico e diminuindo a mobilizagio de Ca*
(LUCAS et al., 2000). O GMPc reduz o calcio intracetular através da mibigio do influxo de
Ca™ pelos canais de calcio tipo L e também, indiretamente, pela hiperpolarizagio da
superficie da musculatura lisa através dos canais de potassio (K'). O GMPc aumenta o
efluxo de calcio por meio da ativagio da bomba de calcio ATPase dependente e da bomba
de troca Na'/Ca’". A hiperpolarizacio da membrana plasmatica através da ativagio da
bomba Na'/K~ ATPase e de canais de K, aumentam, ainda mais, o efluxo de calcio para
fora da célula pela bomba de troca Na'/Ca*". Ocorre também o sequestro de calcio pelo

reticulo sarcoplasmatico por meio da ativagdo da bomba de cilcio ATPase presente na
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membrana do reticulo sarcoplasmatico. Ainda assim, ha uma diminuicio na mobilizagiio de

célcio através da inibigdo do receptor de inositol trifosfato (IP3) na membrana do reticulo
sarcoplasmatico (LUCAS et al., 2000) (Figura 11).

(24) Canal de
{1} Canal de Potassio {2h} Bomba
Célcio Tipo L Ca Dependete Na'-Ca®"

{2d} Bomba
ca™-Mg™
ATPase

R : Receptor G: Proteinas PLC: Fosfolipase
1P Inositol trifosfato  PIP,: Fosfotibil inositol difosfato

Figura 11- Mecanismo de agdo do GMP ciclico no relaxamento da musculatura lisa
(LUCAS et al,, 2000).

- Fosfodiesterases

As fosfodiesterases catalisam a hidréolise dos segundos mensageiros AMPc e
GMPc que estdo envolvidos no relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso. A
superfamilia das fosfodiesterases pode ser subdividida em pelo menos 11 familias. Mais de
40 isoformas foram identificadas até agora (ANDERSSON, 2001a).
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No corpo cavernoso humano, pelo menos 13 isoenzimas foram identificadas.

Fosfodiesterase 3 (PD3) e fosfodiesterase SA (PD5A) parecem ser as mais importantes do
ponto de vista funcional (BOOLELL et al,, 1996; BALLARD et al, 1998; BIVALACQUA
et al., 1999, KUTHE et al., 2000; 2001). LIN et al. (2000) demonstraram a presenga de trés
isoformas da fosfodiesterase 5 em corpo cavernoso humano. Duas dessas isoformas j&
haviam sido isoladas de outros tecidos que no o pénis, a PDE5SA1 ¢ a PDESA2. A terceira
isoforma, chamada PDE5A3, fica confinada a tecidos com musculatura lisa ou misculo

cardiaco.

1.4- Regulacio do ténus dos corpos cavernosos

A modulagio do ténus do musculo liso dos corpos cavernosos é um processo
complexo que requer a integragio de eventos intracelulares e sinais extracelulares.
Entretanto, ha varias evidéncias de que as jungSes transmembrinicas, canais de K' e canais
de Ca’" estiio entre os maiores moduladores do tdnus do musculo liso do tecido cavernoso
(CHRIST et al,, 1991,1993).

Adicionalmente, ja ¢ demonstrado que 0s neurotransmissores que participam
nos processos de erecdo e detumescéncia modulam o tdnus deste tecido, em grande parte,
através de seus efeitos sobre canais transmembrinicos, canais de K™ e canais de Ca®'

demonstrados nas células do musculo liso do corpo cavernoso (CHRIST et al , 1991,1993)
- Canais idnicos

Enquanto as vias envolvidas na fosforilagio e desfosforilacio da miosina que
sdo fundamentais para o tonus da musculatura lisa ainda ndo estiio devidamente elucidadas,
sabe-s¢ que os niveis intracelulares de Ca*" bem como canais idnicos exercem papel
essencial no controle do ténus do tecido muscular liso cavernoso. Varias classes de canais
i6nicos j& foram identificadas no musculo liso dos corpos cavernosos, incluindo os canais
de potéssio dependentes de ATP (Karp) e ativados por Ca** (Kca), assim como, os canais
de Ca®" tipo L e Na'/K™ ATPase.
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- Canais de Ca>*

A remogio do Ca’™ do meio extracelular abole a atividade contratil espontanea
e reduz as contragdes evocadas pela estimulagio de receptores alfa-adrenérgicos e sdo
dependentes de Ca’®" dos meios intra e extracelular (FOVAEUS et al,, 1987; CHRIST et al ,
1989, 1991).

Bloqueadores de camais de Ca’" tipo-L, como a nifedipina e o diltiazem,
suprimem completamente as contracdes induzidas por altas concentracdes de K e reduzem

as contragdes evocadas pela noradrenalina (FOVAEUAS et al., 1987).
- Canais de potassio (K*)

Presume-se que as drogas que atuam nos canais de K~ possam afetar o
relaxamento e a contragdo da musculatura lisa do corpo cavernoso. Varios tipos de canais

de K" foram identificados no tecido peniano.

Pelo menos quatro diferentes tipos de canajs de K™ foram descritos na
musculatura lisa dos corpos cavernosos humanos (CHRIST, 2000). Estes sdo: 1) canais de
K™ ativados por calcio (maxi-K ou Kca) 2) canais de K~ dependentes do trifosfato de
adenosina (Karp) 3) canal de K™ de baixa condutiincia (Kpg) 4) canal de K~ sensiveis
voltagem de corrente tipo “A” (Kv). Dentre estes, os canais de K~ do tipo Karmp € Kc, sdo
descritos como 0s mais relevantes na fisiologia da musculatura lisa peniana em seres
humanos (BAUKROWITZ ¢ FAKLER, 2000). A distribuicio do K~ através da membrana
celular da musculatura lisa cavernosa permite que a abertura dos canais de K~ promovam o
efluxo de K™ da célula muscular lisa, reduzindo o gradiente eletroquimico. Assim, o
movimento de carga positiva para fora da célula resulta na hiperpolarizacio e efeito
inibidor ao fluxo transmembranico de Ca®™ pelos canais de calcio voltagem-dependente e,
subsequente, relaxamento da musculatura lisa (ROBERTSON et al., 1993; COHEN et al.,
1999). Agonistas de canais de K™ como o pinacidil, nicorandil e cromacalina (CK) relaxam
varios tecidos musculares lisos por abertura de canais de K e hiperpolarizacio das células.
(COOK et al, 1988; HAMILTON et al, 1986; QUAST ¢ COOK, 1989; MOON et al,

1999) O pinacidil, um derivado da cianoguanidina, abole a atividade contratil espontinea
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do corpo cavernoso humano isolado e relaxa preparacdes contraidas por noradrenalina e

contragbes mduzidas por estimulo elétrico dos nervos. O pinacidil também deprime as
contragbes induzidas por baixas concentragdes de K™ e aumenta o efluxo de Rb'
(HOLMQUIST et al., 1990a).

Em corpo cavernoso de coelho, a CK. um derivado do benzopireno (mistura de
duas formas enantioméricas designadas BRL 38226 ¢ BRL 38227) € trés a quatro vezes
mais potente como agente relaxante do que o pinacidil (HOLMQUIST et al, 1990a). O
nicorandil, derivado das nicotinamidas, ¢ um agonista de canal de K* que ativa a GCs e
induz ao relaxamento da musculatura lisa da artéria e corpo cavernoso humano
(HSIEH et al., 2001).

A hiperpolarizagao da musculatura lisa peniana também ¢é um fator importante
no relaxamento endotélio-dependente das artérias penianas, mesmo na presenca de
bloqueadores da sintese de NO e de protaglandina (ANGULO et al, 2003). Este
relaxamento € inibido pelo bloqueio dos canais de K¢, (ANGULO et al, 2003).

Assim, presume-se que o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
promova a abertura do canal de Kc, resultando na hiperpolarizagao e vasodilatacao arterial
peniana (ANGULO et al., 2003).

Atualmente, a natureza do EDHF é desconhecida, entretanto, diversas
identidades foram propostas tais como: metabélitos do acido araquiddnico, citocromo P450
oxigenase, ion potassio derivado do endotélio, perdxido de hidrogénio e o peptideo
natriurético do tipo-C (ANGULO et al., 2003).

- Os canais de K¢,

Os canais de K ativados por célcio foram bem caracterizados na musculatura
lisa dos corpos cavernosos em ratos e seres humanos (WANG et al, 2000). Os canais de
Kca s&@0 moduladores da intensidade de contragio da musculatura lisa cavernosa. A
atividade deste canal aumenta com a ativacdo celular da via do AMPc pela PGE, ou a via
GMPc pelo 8-Br-cAMP (LEE et al.,, 1999a; WANG et al , 2000). Desta forma, conclui-se
que as duas principais vias fisiologicas de mensagens intracelulares, moduladoras do
relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos, dependem da ativagdo do canal de

Kea.
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Assim a hiperpolarizacio celular, secundaria ao efluxo de K', promove uma

inibiggo ao fluxo de calcio transmembranico pelo canal de calcio voltagem-dependente do
tipo-L., levando ao relaxamento da musculatura lisa (ROBERTSON et al, 1993;
TANIGUCHI et al,, 1993; BOLOTINA et al., 1994; ARCHER et al, 1994; CHRIST et al.,
1997).

Mais recentemente, demonstrou-se que a transferéncia do canal de K¢, entre os
corpos cavernosos em ratos adultos leva a facilitagio da funcfo eréfil
(CHRIST et al., 1998).

- Os canais de K* dependentes de ATP (Karr)

Estudos imunocitoquimicos demonstraram a presenca de canais de Karp em
cultura de células musculares do corpo cavernoso humano (CHRIST et al., 1999). Achados
experimentais evidénciaram que os canais de K,rp podem modular o ténus da musculatura

lisa cavernosa em seres humanos (LEE et al., 1999b).

Alem disso, a ativacdio deste canal resulta na hiperpolarizacdo da célula
muscular lisa artenal durante anoxia e isquemia, quando ha queda no nivel do ATP celular
(ARCHER, 2002). Contudo, o mais relevante € a evidéncia de que o NO ativa os canais de
Karp em células musculares lisas vasculares através do mecanismo dependente de GMPc

{BOLOTINA et al,, 1994; KUBO et al., 1994).

Recentemente, muitos estudos demonstraram gue moduladores e ativadores de
canais de K', mais especificamente dos canais de Karp, promovem um relaxamento dose-
dependente no tecido muscular liso dos corpos cavernosos de seres humanos
(ANDERSSON ¢ WAGNER, 1995). O nicorandil (agonista do canal de K™ e doador de
NO) relaxa o tecido cavernoso de coelhos através de um mecanismo que envolve a ativagio

de canais de Kar € estimulacgio de guanilato ciclase (HSIE et al., 2001).

Mais recentemente, demonstrou-se que o pinacidil (ativador do canal Karp)
relaxa o tecido erétil de seres humanos (HOLMQUIST et al., 1990a). Por isso, 0 uso do
pinacidil, isolado ou em combinagio com PGE;, tem sido proposto no diagnostico e

tratamento dos pacientes com disfuncio erétil (MOON et al., 1999).
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Baseando-se nas evidencias apresentadas e na suposta participagio do canal de
K no relaxamento da musculatura lisa peniana procuramos estudar os canais de Karp

dependente em animais in vivo com o proposito de definir o papel fisiologico destes canais

na ere¢do peniana em cies.
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2- OBJETIVOS
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1} Padronizar um modelo experimental in vivo para estudar os mecanismos

fisiolégicos da eregdo peniana em cles através do estimulo elétrico do nervo

pélvico.

2) Confirmar a participagio da via do NO-GMPc na eregio peniana induzida
por estimulo elétrico do nervo pélvico em cies tratados com L-NAME

(inibidor da NO sintase) e L-Arginina (precursor biolégico do NO).

3) Identificar a presenga funcional dos canais de Karp dependentes em corpo

cavernoso de cies.

4) Estabelecer a participacio dos canais de Karp dependentes nas eregdes

penianas, induzidas por estimulo elétrico do nervo pélvico em cdes.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Escolha do modelo experimental

A escolha de cies para a realizacio deste estudo teve por objetivos:

a) facilitar os procedimentos cirirgicos em raziio da maior dimensio do nervo
pélvico e dos corpos cavernosos quando comparados a outros animais como

o coelho e o rato.

b) controle hemodindmico do animal e do procedimento, por meio da

monitorizagao da presséo arterial média e da pressdo intracavernosa,

¢) reproduzir a eregdo peniana fisioldgica através da estimulagio do nervo

pélvico responsavel por este fendmeno.

3.2- Grupos experimentais

Para a pesquisa, utilizamos 15 cfes machos, adultos, sem raca definida, com
peso variando entre 7 ¢ 13 kg (peso médio de 9,6 + 0.66 kg). Os animais permaneceram em
quarentena no Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas e foram transferidos
¢ mantidos no Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade
Estadual de Campinas. Em seguida, os animais foram transferidos ao Departamento de
Farmacologia Clinica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e submetidos &

realizacio do experimento.
Os animais foram estudados em trés grupos:

- Grupo piloto - constituido de seis cdes para a padronizagio da técnica.

- Grupo I - constituido por cinco cdes submetidos ao protocolo de avaliagio da

via NO-GMPc na eregio peniana evocada por estimulo elétrico do nervo pélvico.

- Grupo II - constituido por quatro cies submetidos ao protocolo de avaliacio

do canal KATP na eregéo peniana evocada por estimulo elétrico do nervo pélvico.
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3.3- Grupo piloto

Foram operados seis animais, permitindo a padronizagdo de cada etapa
operatoria e do material necessario a ser utilizado. A padronizagio obtida foi empregada

nos caes do grupole Il

3.4- Preparo dos animais

No preparo pré-operatdrio, os animais ficaram em jejum por 12 horas
(FANTONIE E CORTOPASSL 2002).

3.5- Padronizacao dos procedimentos cirtrgicos

a) Pesagem e identificagio do animal, seguida de inducfio anestésica através da
injegdo intravenosa de pentobarbital sodico (Sagatal®, 30 mg/kg de peso). A
anestesia foi mantida com infusdo intravenosa de pentobarbital sodico

(Sagatal®) na dose de 30 mg/kg de peso.

b) Apods instalagio da anestesia, os animais eram imobilizados em decubito
dorsal horizontal com abducdo dos quatro membros, proporcionando

exposi¢do ideal do abdome.

¢} Realizada a intubagdo endotraqueal e ventilagio mecdnica, com fracio
inspiratéria de oxigénio igual a 0,3 e com frequéncia respiratoria de

20 inspiragdes por minuto.

d) Posteriormente, realizava-se o cateterismo vesical com sonda de nelaton

numero 8 para drenagem continua da urina.

e) Tricotomia do abdome e anti-sepsia cutdneos, utilizando-se solucio alcoolica
de polivinil pirrolidona-iodo a 10 %, seguidas de colocagio de campos

estérers,

f) Disseccio dos vasos femorais
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Através de uma incisdo inguinal a artéria femoral esquerda era dissecada e

cateterizada com uma cénula de didmetro 6 Fr (sondas de polietileno). A cinula arterial era
conectada a um transdutor de pressdo (PRC 21/3, Ugo Basile, Italia) e a pressdo arterial era

continuamente registrada em um poligrafo de dois canais (Gemini 7082, Ugo Basile, Italia).

Através da mesma incisdo, a veia femoral era dissecada e cateterizada com uma
canula de didmetro 6 Fr e utilizada para infusdo de drogas e solugdo fisiologica (solugio

salina 0,9%) para hidratagio dos animais na velocidade de 10 ml/kg/hora.
£) Dissecgiio do pénis

Apés dissecgdo da pele, os corpos cavernosos sdo €Xpostos € 0 COrpo cavernoso
direito € puncionado a 1 cm da sinfise piibica com auxilio de um escalpe vascular nimero
21. Em seguida, o escalpe ¢ preenchido com solugio salina heparinizada e conectado a um
transdutor de pressdo arterial (PRC 21/3, Ugo Basile, Italia) acoplado a um poligrafo de
dois canais (Gemint 7082, Ugo Basile, 1talia) para medida da pressio intracavernosa (PIC,

mmHg) durante todo o experimento.

Nos experimentos em que foi necessaria a infusdo de drogas intracavernosas,
realizou-se uma segunda pungio com escalpe vascular nimero 21 no mesmo Corpo

cavernoso 2 1 cm de acima da primeira pungio.

A fim de evitar alteragdes de pressfo em resposta & infusdo de volume, todas as
solugBes injetadas eram diluidas para um volume de 0,5 ml seguidas da infusio de 0,5 mi
de solucdio de soro fisiologico heparinizado para certificar-se de que toda droga era injetada

no corpo cavernoso bem como para evitar obstrug¢io do mesmo.

h) Laparotomia mediana infra-umbilical por planos, com retragio da parede

abdominal utilizando-se um afastador de “gosset” pediatrico.
1) Dissecc¢io do nervo pélvico

O nervo pélvico era dissecado na porgdo postero-superior da prostata

bilateralmente.
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Posteriormente, depois de isolado o nervo pélvico direito era levemente pingado
por um eletrodo de platina (construido no laboratorio de farmacologia) e conectado a um
estimulador elétrico (548, Grass Instruments, EUA) (Figura 12).

o e  Mervo pélvico

Figura 12- Demonstragfio do pingamento do nervo pélvico

J) Padronizaciio do estimulo elétrico do nervo pélvico

Inicialmente, realizivamos estimulos elétricos com intensidade e freqiiéncia
minimas durante 1 minuto que eram aumentados progressivamente até identificarmos o

melhor estimulo que induzia ao aumento méaximo da pressio intracavernosa.

Os par@metros utilizados na neuroestimulagfo elétrica foram sempre constantes:

3 - 20 volts de intensidade, 3 - 15 Hz de freqiiéncia durante 1 minuto.
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k) Avaliagho da resposta erétil ao estimulo elétrico do nervo pélvico e drogas de

uso sistémico (parenteral) e/ou via intracavernosa.

O aumento da press3o intracavernosa ¢ o parimetro objetivo na avaliacio da

resposta eretil,

As respostas excitatorias induzidas por estimulo elétrico do nervo e das drogas
estimulantes foram avaliadas através da laténcia (tempo entre o estimulo e o inicio do
aumento da pressdo intracavernosa) e do aumento da pressio intracavernosa induzido pelo
estimulo elétrico do nervo pélvico apos a injegio endovenosa e/ou intracavernosa de drogas

estimulantes.

As respostas imibitérias provocadas pelo estimulo elétrico ou pelas drogas
bloqueadoras foram avaliadas através da inibigdo do aumento da pressio intracavernosa
induzido pelo estimulo elétrico do nervo pélvico, apds a injecio endovenosa efou

intracavernosa de drogas bloqueadoras.

1) Critérios utilizados para determinar o fim da aglo de cada medicamento

foram;

O retorno da pressdo intracavernosa a niveis basais e resposta ao estimulo

elétrico do nervo pélvico semelhante as respostas obtidas no inicie do experimento.
M) Padronizagio experimental

Depois de determinarmos a pressio intracavernosa basal e o estimulo elétrico
do nervo pélvico que induz a melhor resposta erétil do corpo cavernoso (aumento da
pressdo intracavernosa em niveis subméximo), inicidvamos o experimento somente apds
trés estimulos nervosos consecutivos com intervalos de 5 minutos a fim de se comprovar

respostas eréteis reprodutiveis.

Apos as injecOes endovenosas de drogas realizamos estimulos elétricos do

nervo pélvico com 5, 10, 15, 20 e 30 minutos, consecutivamente.

Material e Métodos

85



Nos experimentos em que as drogas (0.5 ml de solugdo) foram administradas

por via intracavernosa, apos cada injecdo, lavavamos o escalpe vascular com 0.5 ml de
solugo heparinizada e esperavamos durante 5 minutos o efeito da droga sobre a pressdo
intracavernosa. O estimulo do nervo pélvico era realizado 5 minutos apos a injecdo

intracavernosa de drogas.

A pressio arterial média foi monitorada continuamente durante todo o

experimento e obtida através da média entre a pressio arterial sistélica e diastolica.

N) Ao final de cada experimento, os animais eram sacrificados através da
injegio endovenosa de pentobarbital associada a infusdo em bolo de altas
concentragdes de cloreto de potassio a 19,1%, até a ocorréncia de parada

cardiorrespiratoria.

3.6- Grupo I - protocolo de avaliacio da via NO-GMP¢ na erecio peniana evocada por

estimulo elétrico do nervo pélvico

Depois de determinarmos a pressdo intracavernosa basal ¢ a melhor resposta
erétil ao estimulo elétrico do nervo pélvico, administramos por via endovenosa D-NAME
(N®-nitro-D-arginina metil éster, 10 mg/kg), enantibmero inativo do L-NAME, e
realizamos estimulos nervosos apos 5, 10, 15, 20 e 30 minutos. A seguir, administramos
por via endovenosa o L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil éster; 10 mg/kg), inibidor da
sintese de NO, e repetimos os estimulos nervosos nas mesmas condi¢bes experimentais.que
as anteriores. A especificidade do efeito promovido por este composto no COrpo cavernoso
foi testada por meio da administragio prévia do D-NAME. Em seguida, administrou-se a
D-Arginina (300 mg/ke), o enantidmero inativo da L-Arginina e a L-Arginina (300 mg/kg),
precursor biologico do NO, e repetimos os estimulos nervosos nos tempos

pre-estabelecidos de 5, 10, 15, 20 e 30 minutos apos a administragio de cada composto.

Finalmente, com o intuito de se determinar a integridade da preparacdo ao final
do experimento, administrou-se cloridrato de papaverina (700 ug/kg, IC) através do escalpe

vascular de medida da pressdo intracavernosa.
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A pressao artenal meédia foi monitorada continuamente durante todo o

experimento € obtida atraveés da média entre a pressio arterial sistélica e diastolica.

3.7- Grupo I - protocolo de avaliacio do canal Kirp na ereciio peniana evocada por

estimulo elétrico do nerve pélvico

Depois de determinarmos a pressio intracavernosa basal e a melhor resposta
eretil ao estimulo elétrico do nervo pélvico, administramos por via intracavernosa 3 ug de
cromacalina (agonista do canal de Karp dependente). Apds o retorno da pressdo
intracavernosa a seus niveis basais, realizamos a inje¢do intracavernosa de 10 pg de
cromacalina. No momento em que a pressio intracavernosa retornou ao basal, realizamos a
injegdo intracavernosa de 10 mg de glibenclamida (bloqueador do canal de Karp
dependente) e repetimos aos 5 minutos a inje¢do intracavernosa de 10 ug de cromacalina.
Posteriormente, realizamos dois estimulos do nerve pélvico com intervalo de 5 minutos

entre eles. Finalmente, realizamos a inje¢do intracavernosa de cloridrato de papaverina

(700 ug/kg, IC).

A pressdo arterlal meédia fol monitorada continuamente durante todo o

experimento e obtida através da média entre a pressdo arterial sistolica e diastdlica.

3.8- Drogas

As drogas utilizadas neste estudo foram: L-arginina, N“-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), N®-nitro-D-arginina metil éster (D-NAME), enantidmero inativo do
L-NAME, L-Arginina, D-Arginina, o enantidmero inativo da L-Arginina, cromacalina
(agonista do canal de Karp dependente), glibenclamida (bloqueador do canal de Karp
dependente), obtidas de Sigma (Saint Louis, MO, EUA), cloridrato de papaverina obtido da
Gayer (Porto Alegre, RS, Brasil).

As drogas foram preparadas imediatamente antes de serem administradas.
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3.9- Anilise estatistica

O aumento da pressdo intracavernosa foi expressa como média + erro padrdo da

media e foi analisado estatisticamente, pelo teste t de Student pareado. A probabilidade
< 0.05 foi considerada significante.
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4- RESULTADOS
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4.1- Grupo 1 - Protocolo de avaliacdo da via NO-GMPc

A pressio intracavernosa (PIC) média basal dos animais fo1 de
12.8 + 5.0 mmHg. O estimulo do nervo pélvico (5-20V, 5-15Hz) aumentou a PIC para
86 + 11.4 mmHg (p<0.05) com laténcia de 8.8 -+ 2.9 segundos (Tabela 1).

A administracio endovenosa do enantidmero inativo D-NAME (10 mg/kg) ndo
modificou signficativamente a pressfo intracavernosa basal e a pressio induzida por
estimulo do nervo pélvico. Nio houve mudanga da pressdo arterial média (Tabela 1).
Entretanto, a administracio endovenosa de L-NAME inibiu em 82% o aumento da PIC
evocada por neuroestimulo aos 30 minutos (Figuras 13 e 14). Contudo, observou-se um
aumento discreto da press@o arterial média. A administracio endovenosa de L-Arginina, e
ndo da D-Arginina, reverteu parcialmente o aumento da pressdo intracavernosa evocado por
estimulo elétrico, inibido previamente pelo L-NAME (p<0.05) (Tabela 1). A administragdo
intracavernosa de cloridrato de papaverina promoveu marcado aumento da PIC
(133 + 6.9 mmHg, p<0.01) com laténcia de 122 + 2.9 segundos. Estes resultados

encontram-se sumarizados na Tabela 1 e Figuras 13 e 15.

Tabela 1- Inibi¢io da tumescéncia provocada pelo estimulo do nervo pélvico (3-20 V, 5-15

Hz, 1 min,1 ms) pelo L-NAME com reversio pela L-arginina e ndo D-arginine.

Controle D-NAME L-NAME D-Arg L-Arg
{10 mgrky) (10 mg/kg) {300 mg/kg) (300 mg/kg)
PIC basal (mmHg) 128150 128+50 120+49 77x14 112+40
APIC/EM (mmHg) 862+ 11.4% 79.8+12.5% 15.4 £ 5 0% 100+ 1.1** 51011 1%4#
Laténcia (sec) 88+29 72119 ND ND 142454
PAM (mmHg) 90+73 92163 104 £8.1 96+92 98t 5.1

PIC = pressio infracavernosa; EN = estimulacao do nervo; ND = nfio determinado;
PAM =pressdo arterial média

Os resultados sio expressos como media = SEM (n=5)

"P<0.05 versus basal, " P<0.05 versus controle, "P<0.05 versus L-NAME
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M= Controle
i D-NAME (10 mgikg, EV)
W -NAME (10 mglikg, EV)
2 D-Arg (300 mg/kg, EV)
L-Arg {300 mg/kg, EV)
apaverina (70ugikg, IC)

Figura 13- Efeito da administragiio endovenosa de D-NAME (10 mg/kg), L-NAME
(10 mg/kg), D-Arg (300 mgkg), L-Arg (300 mgkg) na pressio
intracavernosa induzida por estimulo do nervo pélvico. Os valores
representam o aumento da pressdo intracavernosa (PIC) e sfo expressos como

média + E.P.M de 5 experimentos.

** p<0.01 versus Controle
# p<0.05 versus L-NAME
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Basal 5 10 20 30

Tempo {min)

** p<0.01 versus Basal

cavernoso, apds a administragio endovenosa de L-NAME (10 mg/kg) em
intervalos de tempo de 5 em 5 minutos até 30 minutos.
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Estimulo do nervo pélvico (10v, 15Hz)

Figura 15- Tragado representativo da press8o intracavernosa evocada por estimulo do nervo
pélvico antes e apds a administracio endovenosa N®-nitro-D-arginina metil éster;
D-NAME (10 mg/kg), N®-nitro-L-arginina metil éster; L-NAME (10 mg/kg),
D-Arginina (300 mg/kg), D-Arginina (300 mg/Kg) L-Arginina (300 mg/kg) e
intracavernosa de cloridrato de papaverina (700 pg/kg, IC).
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4.2- Grupo 1I - Protocoloe de avaliacio do canal de Ka1p

O estimulo do nervo pélvico (5 V, 5 - 10 Hz) aumentou significativamente a
PIC para 105 + 8.7 mmHg comparada com a pressdo intracavernosa basal (12.8 £ 5 mmHg,
p<0.05), Tabela 2.

A administragio intracavernosa de cromacalina 3 pg e 10 upg aumentou
significativamente a  pressdo intracavernosa para 103 + 144 mmHg ¢
166 + 12.1 mmHg, respectivamente (Tabela 2). A administracio intracavernosa de
glibenclamida mibiu significativamente o aumento da PIC induzida por cromacalina
(10 ug). Contudo, a glibenclamida nfio alterou o aumento da PIC evocado por estimulo
elétrico do nervo pélvico (Tabela 2). A administra¢do intracavernosa de cloridrato de
papaverina promoveu aumento da PIC (116 = 6.2 mmHg, p<0.01) com laténcia de

12.2 + 2.9 segundos. Estes resultados encontram-se sumarizados na Tabela 2 e Figura 16.

Tabela 2- Efeitos da cromacalina e do estimulo do nervo pélvico (5-10 Hz, 5 V, 1 minuto)

na pressdo intracavernosa antes e depois da inje¢do intracavernosa de

glibenclamida
Controle EN Ck Ck Ck+Gli EN + Gii Papaverina
3ug 10ug 10 mg 10 mg

PIC 12.8+5.0 105187 103x14.4* 1061217 12.643.0° 88424 27 100 + 14.0°
(mmHg)
Laténcia ND 10+1.0 651485 48+5.0 ND 22460 12+70
(s)
PAM 102145 114463 114+8.1 11592 112451 11275 112+51
(mmHg)

PIC = pressfio intracavernosa; EN = estimulo do nervo pélvico; NI = nio determinado;
PAM =presso arterial média; CK = cromacalina; Gli = glibenclamida
Os Valores sdo expressos como média + EP M (n=4)

a p < 0,03 versus controle, b p < 0,05 versus Ck 10ug
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Figura 16- Tracado representativo do aumento da pressio intracavernosa apds o estimulo do
nervo pélvico (EN) e a injegdo intracavernosa de cromacalina (CK) antes e apds a

administragdo intracavernosa de glibenclamida em cies.
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A fisiologia e a farmacologia da erecdo peniana foram amplamente investigadas

ao longo dos anos. Muitos estudos foram realizados para estudar o mecanismo e os
mediadores envolvidos na erecfio peniana em animais e seres humanos. Os animais mais
utilizados nestes estudos foram: os coelhos, os macacos, cdes € mais recentemente, 0s ratos
(HOLMQUIST et al., 1991; TRIGO-ROCHA et al, 1993, 1994). Na maioria destes
trabalhos a técnica e o método utillizado para induzir a erego peniana e medir a pressdo
intracavernosa foram semelhantes. Entretanto, o modelo experimental empregando-se os
cdes € provavelmente o melhor método para se avaliar os pardmetros hemodindmicos,
como pressdo sanguinea, freqiiéncia cardiaca, fluxo sanguineo regional e resisténcia

vascular, além, dos pardmetros envolvidos na erecdo peniana (CARTER et al., 1998},

Nos utilizamos os cdes presumindo-se que haveria uma maior facilidade em
identificar as estruturas vasculares e principalmente o plexo e o nervo pélvico, devido ao
maior tamanho dos animais e, portanto, das estruturas anatdémicas. Durante os primeiros
experimentos verificamos que a dissec¢do das estruturas nervosas deveria ser realizada
através do uso de pingas de vidro, visto que, os instrumentos metalicos facilmente poderiam
danifica-los. Um outro detalhe importante foi a necessidade do uso de um eletrodo de
platina para pingar o nervo que foi confeccionado no Departamento de Farmacologia da
UNICAMP.

Alem disso, observamos que o estimulo elétrico do nervo pélvico induz a um
aumento da pressdo intracavernosa que depende diretamente da freqli€ncia e da voltagem
empregada do neuro-estimulo. Entretanto, verificamos que quando realizamos um estimulo
nervoso com voltagen elevada, ou seja, acima de 20 volts induzimos a uma lesdo no nervo

interrompendo o aumento da press3o intracavernosa e consequente perda do experimento.

Assim, percebemos que a utilizagcdo de tal modelo in vivo, apresentou como
vantagem a possibilidade de se obter erecdes reprodutiveis através da estimulacio do nervo
pelvico sem a necessidade do uso de bloqueadores da estimulaciio de outras fibras
simpaticas como ocorre nas preparagdes in vitro. Além disso, possibilita-nos monitorar

contimuamente a pressdo artenal sistémica, a pressio intracavernosa e a duragio da eregio.
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Comparando-se os animais estudados com os protocolos atualmente em

desenvolvimento em ratos, concluimos que hi uma superioridade na identificacio e
isolamento das estruturas anatdmicas quando utilizamos os cdes. Sem considerar, a
natureza infinitamente mais delicada e fragil dos tecidos e das condigdes cardiovasculares,

hemodinamicas e respiratorias dos animais menores.

Uma oufra vantagem importante nos estudos em cies € que aparentemente o
experimento € mais homogéneo com maior uniformidade na obtengio dos pardmetros

hemodinamicos e no aumento da PIC entre os anmimais.

Isto porque, observamos que alguns cdes eram analisados durante horas e,
mesmo assim, seus pardmetros hemodinamicos eram mantidos com poucas variagdes

durante todo o estudo.

Infelizmente, os experimentos utilizando-se os cies estio se tornando cada vez
mais raros no Brasi ¢ no exterior, visto que, hi uma resisténcia na utilizagio destes pelas

entidades protetoras dos animiais, além dos custos serem superiores.

O tamanho da amostra dos animais utilizados em cada técnica foi estabelecido
com base nos principios estatisticos que consideram: (a) as condigdes materiais reais para a
realizagdo do estudo; (b) o tamanho das amostras usualmente utilizado em estudos e area
afins; e (c) o rigor cientifico no planejamento, na conducdo e na escolha dos testes
empregados (VIEIRA, 1999).

A estimulagio elétrica do nervo pélvico promove um aumento da pressio
intracavernosa devido a uma estimulago global de suas fibras e liberagio de seus
respectivos mediadores quimicos. Atuando diretamente sobre o musculo liso intracavernoso
ou através do endotélio, estes mediadores induzem ao relaxamento desta musculatura lisa,
comprimindo vénulas e veias e promovendo o0 aumento da pressdo intracavernosa com
conseqiiente ere¢do peniana. A avaliagdo foi realizada baseando-se no aumento da pressio

intracavernosa bem como da dura¢io e da tumescéncia.

Foi possivel também o continuo monitoramento da pressdo arterial sistémica

uma vez que um mediador quimico fisiolégico deve ter repercussdes sistémicas minimas.
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Nossos resultados confirmaram as evidéncias da participacio da via
L-Arginina-NO-GMPc na erecio peniana em cdes (TRIGO-ROCHA et al, 1993b). O
estimulo elétrico do nervo pélvico nos animais estudados promoveu a liberagio de NO das
fibras nitrérgicas, levando ao relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos ¢ a

erecio peniana, medida através do aumento da pressdo intracavernosa.

Entretanto, este aumento foi significativamente reduzido pelo tratamento com
L-NAME (inibidor no seletivo da sintese de NO, antagonista competitivo da L-arginina ao
nivel do sitio de combinagido da enzima 6xido nitrico sintase). Este achado demonstra que o
estimulo elétrico do nervo pélvico induz a liberacio de NO que, por sua vez, relaxa a
musculatura lisa do corpo cavernoso com consegiiente erecic peniana. Estes efeitos foram,
de fato, decorrentes da liberagdo de NO, pois os mesmos ndo foram observados com o
enantidmero inativo D-NAME, comprovando ser uma inibicdo estereoespecifica

(MOORE et al., 1989; REES et al., 1989).

A infusio subsequente de L-arginina {mas ndo do enantidmero inativo
D-arginina) reverteu o efeito inibitério do L-NAME, reforgando o envolvimento do NO na

resposta evocada pelo estimulo elétrico.

O bloqueio de determinada resposta fisiologica por um antagonista competitivo
especifico e a reversio do mesmo, ainda que parcial, pela adigiio de substrato especifico e
ndo outros reforgam a hipotese de que esta substancia seja o mediador quimico envolvido

em tal fendmeno.

Assim, a inibigdo da resposta erétil a neuroestimulagdo na presenca de um
antagonista competitivo da sintese de 6xido nitrico, o L-NAME e a adigdo de L-arginina
revertendo parcialmente o blogueio, conforme demonstram a Tabela 1 e a Figura 15,
comprovam e confirmam os achados de que o Oxido nitrico € o principal mediador do
relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos, responsavel pela erecdo peniana

em cées.

O NO, presente na célula muscular lisa, ativa a guanilato ciclase solivel
intracelular, promovendo elevagio nos niveis de GMPc a partir do trifosfato de guanosina
(RAPOPORT e MURAD, 1983; LUCAS et al, 2000).
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O aumento do GMPc ativa uma proteina cinase-dependente de GMPc que, por sua

vez, relaxa a musculatura lisa através da fosforilagao da cadeia de miosina (CHRIST et al., 1996).

O relaxamento muscular mediado pelo No-GMPc pode envolver varios mecanismos,
incluindo & hiperpolarizagfio celular produzida pela ativagio de canais de K, levando ao efluxo
de K~ e redugiio do influxo de Ca™ através dos canais de Ca™ voltagem-dependentes da
membrana celular e do reticulo sarcoplasmatico (ROBERTSON et al., 1993; TANIGUCHI et al
1993; BOLOTINA et al, 1994; ARCHER et al, 1994; CHRIST et al, 1997). Assim,
presume-se que 0s canais de potassio exercam um papel fundamental na regulacio do tdnus
da MLCC através da hiperpolariza¢o celular (CHRIST et al., 1996, 1997).

Os canais de K™ encontrados no tecido peniano que exercem um papel relevante
no relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso (MIL.CC) so classificados em dois
subtipos, o canal de potassio ATP-dependente (Karp) € 0 canal de potassio ativados por
calcio (Kea) (CHRIST et al., 1999; MELMAN e CHRIST, 2001; ARCHER, 2002).

O canal de Kayp também € descrito como um possivel modulador do ténus da
MILCC (CHRIST et al., 1998; ARCHER, 2002).

Entretanto, o papel deste canal i6nico no mecanismo fisiologico da eregdio

peniana ndo esta bem esclarecido.

Recentemente, muitos estudos demonstraram que moduladores e ativadores de
canais de K', mais especificamente dos canais de Katp, promovem um relaxamento dose-
dependente em tecido muscular liso dos corpos cavernosos de seres humanos
(HOLMQUIST et al., 1990a ; KUBO et al., 1994; HSIE et al., 2001; SPEKTOR et al.,
2002). Assim, ha evidéncias experimentais de que o canal de Ka1p pode modular a funcdo

erétil.

Apesar destas evidéncias, nossos resultados demonstraram que a injegdo
intracavernosa de CK induz ao aumento significativo ¢ de forma dose-dependente da PIC
em cies anestesiados. Estes achados confirmam a presenca de canais funcionais de Kapp €
demonstram o efeito relaxante do agonista de canal de Krp na musculatura lisa cavernosa

de cdes (Tabela 2 e Figura 16).
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Entretanto, o achado mais surpreendente foi demonstrado com a injegdo

intracavernosa de glibenclamida.

O aumento da PIC causado pela injeciio intracavernosa de cromacalina foi
bloqueado pela glibenclamida, contudo n3o houve blogqueio do aumento da PIC induzido

pelo estimulo elétrico do nervo pélvico.

Assim, demonstramos que o bloqueio dos canais de Karp pela glibenclamida

ndo inibe o aumento da PIC (ereciio peniana) induzida por estimulo elétrico em cies
(CARA et al, 2004).

Desta forma, concluimos que os canais de Karp nfio exercem um papel

fisiologico importante na ere¢iic peniana mediada por dxido nitrico em cies.
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6- CONCLUSAO




O presente trabalho, sistematizado entre os parimetros descritos, permite

conclutr que:

1} O modelo experimental em cies in vivo empregado com estimulo elétrico do
nervo pélvico promove aumento da pressdo intracavernosa, simulando uma
erecdo peniana fisiologica. O método utilizado ¢ um modelo experimental
eficaz no estudo dos principais eventos fisiofarmacologicos que participam

da erecdo peniana em cies.

2) Nossos resultados demonstraram que o Oxido nitrico € o principal

neurotransmissor da eregdo peniana em caes.
3) Os canais de Karp dependentes estdo presentes no tecido cavernoso em cies

4) Os canais Karp dependentes n3o desempenham um papel importante na

erecdo peniana, induzida por estimulo elétrico do nervo pélvico em cées.
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BASIC SCIENCE

ROLE OF ADENOSINE TRIPHOSPHATE-DEPENDENT
POTASSIUM CHANNELS IN CANINE PENILE ERECTION

ALISTER pe MIRANDA CARA, ADRIANO FREGONESI, EDSON ANTUNES, GILBERTO Dr NUCCI,
anp NELSON RODRIGUES NETTO, Jr

ABSTRACT
Objectives. To define the physiologic role and hemodynarmic features of nitric oxide [NO} and the adenosine
triphosphate (ATP)-dependent K™ (K pp) channel in canine penile erection.
Methods. Mongrel dogs were anesthetized, and penile erection was induced by electrical stimulation of the
pelvic nerve. Changes in the intracavernous pressure {ICP) were measured with a transducer.
Resuits. The basal ICP was 12.8 + 5.0 mm Hg. Pelvic nerve stimulation (5to 20V, 5to 15 Hz, for 1-minute
intervals) significantly increased the ICP te 86.2 = 11.4 mm Hg (n = 5, P <0.05). Treatment with the NO
synthase inhibitor N“-nitro-i-arginine methyl ester (10 mg/kg intravenously} abolished this increase (15.4 =
5.0 mm Hg, n = 5]. Intracavernous injection of the K.y channel opener cromakalim {3 and 10 pg) increased
the ICP (103 = 14.4 mm Hg and 106 = 12.1 mm Hg, respectively; n = 4}. This response was abolished by
the prior intracavernous injection of the selective K, ;- channel-specific blocker giibenclamide (10 mg).
Glibenclamide did not affect the increase in ICP induced by electric stimulation of the pelvic nerve {88 = 24.2
mm Hg).
Conciusions. Qur results indicate that relaxation of canine cavernous smooth muscle and penile tumes-
cence are mediated by NO. The failure of glibendamide to affect the increase in ICP induced by pelvic nerve
stimulation suggests that ATP-dependent K™ channels probably do not play a physiologic role in canine

penile erection.

UROLOGY 64: 603~607, 2004, © 2004 Elsevier Inc.

decrease in penile vascular resistance caused

by corporal smooth muscle relaxation is the
most important step in penile erection.*> The tone
of the corpora cavernous is a major determinant in
the control of the flaccid and erect penile states.
The modulation of corporal smooth muscle tone is
a complex process requiring the integration of a
variery of intracellular events and extracellular sig-
nals? Evidence that gap junctions, potassium
channels, and calcium channels are major modu-
tators of smooth muscle tone in corporal smooth
muscie™® and many other vascular tissues® 7 is
considerable. During sexuval stimulation, nitric ox-
ide (NQ) is released from nonadrenergic-noncho-
linergic nerve endings and local endothelial cells in
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the ereciile tissue.'® Regardless of the source, NO
activates smooth muscle cell soluble guanylate cy-
clase to increase the levels of cyclic guanosine
monophosphate (¢cGMP).!+5 The increase in
cGMP activates cGMP-dependent protein kinase,
causing subsequent relaxation of the smooth mus-
cle through phosphorylation events mediated by
cGMP-dependent protein kinase!> NO-cGMP-
mediated relaxation involves various mechanisms,
including hyperpolarization produced by activa-
tion of membrane K~ channels, leading to a K~
efflux, and a reduction in the Ca*”™ influx through
voltage-operated plasma membrane Ca*™ chan-
nels and sarcoplasmic reticulum Ca®” chan-
nels. 220

K channels play a fundamental role in the phys-
iologic and pathophysiologic regulation of smooth
muscle tone in various tissues 2222 At least four K™
channel subtypes are present in corporal smooth
muscle: (a) the Ca** -sensitive K channel (K or
maxi-K}; (b) the metabolically regulated (or aden-
osine triphosphate [ATP]-dependent) K™ channel
(Kp)s {©) the delayed rectifier; and (d) the fast
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transient A current.>=* Of these, the K rp and
Ca*"-sensitive K* channel subtypes are thought to
be the most physiologically relevant in human cor-
poral smooth muscle**?> Studies in vitro have
shown that the large conductance, voltage-depen-
dent Ca®-sensitive K* channel has an important
role in modulating human corporal smooth muscle
tone and has poteniial relevance in erectile physi-
ology, dysfunction, and, perhaps, therapy>* Ex-
perimentai evidence has shown that K, channels
can modulate erectile function. The activation of
these channels results in hyperpolarization of arte-
rial smooth muscle cells during anoxia and isch-
emia, when inrracellular ATP levels fall ™ How-
ever, more relevant to erectile function is the
observation that NO activates K,rp channels in
vascular smooth muscle cells by a ¢<GMP-depen-
dent mechanism.* The K, channel acrivator
pinacidil is effective in relaxing isolated human
erectile tissue *® Nicorandil, a K™ channel opener
and NO donor, relaxes rabbit cavernosal tissue bya
mechanism that involves activation of K,1p chan-
nels and stimulation of soluble guanylate cyclase 2”
More recently, use of the K™ channel opener
pinacidil alone or in combination with prostaglan-
din E, has been proposed for the diagnosis and
treatment of erectile dysfunction.?® On the basis of
these studies, we investigated the potential physi-
clogic role of NO and K, channels in the canine
penile erection in vivo.

MATERIAL AND METHODS

Prorocot A: NO-CGMP PATHWAY AND
INTRACAVERNOUS PRESSURF

Mazle mongrel dogs (9.2 % 0.7 kg, n = 5} were anesthetized
with sodium peatobarbital (Sagatal, 30 mg/kg intravenously),
intubated, and ariificiaily ventilaied with room air. Supple-
mental doses of anesthetic were administered as required. The
left femoral artery was cannulated for the measurement of
mean arterial blood pressure. The catheter was connected to a
pressure iransducer (FRC 2173, Ugo Basile, Italy} and poly-
graph (Gemini 7082, Ugo Basile, ltaly). An angiocatheter was
inserted into the ieft femoral vein for saline infusion {10 mg/
kg/hr) and drug admtinistration or supplemental doses of an-
esthetic. as required. The penis was carefully deruded of skin
down to the base, and the right corpus cavernosum was ex-
posed. Two 21-gauge scalp-vein needles, filled with heparin-
ized saline {15 to 20 U/mL), were inserted into the corpus
cavernosum for drug administration and measurement of the
intracavernosal pressure (ICP) using a pressure transducer
{(PRC 21/3). The bladder was cannnlated and completely emp-
tied to prevent urine accumulation. The abdomen was opened
through a midline abdominal incision. The right pelvic nerve,
located superior and lateral o the prostate, was located and
carefully picked up with a platinum hoop (manufzctured in
our laboratory) that was connected 1o a nerve stimulator
{model 548, Grass Instrumenss).

The pelvic nerve was stimulated with 1.0 ms of electrical
square pulses at 3 and 20 V and frequencies of 3 and 15 Hz for
I-minute intervals. Nerve stimulation increased the intracav-
erpous pressure through dilation of the corpus cavernosum.
This was used as an index of penile erection.

604

After determining the most appropriate stimulus parame-
1ers, the pelvic nerve was stimulated in three blocks with 2
10-minute recovery between each session to restore the basal
erectile response. After the relumn to basal conditions, N®-
nitro-p-arginine methyl ester {10 mg/kg), an inactive enantio-
mer of N-nitro-1-arginine methyl ester (L-NAME), :-NAME
(10 mg/kg, a structural analogue of L-arginine that inhibits NO
synthase), p-arginine (300 mg/kg, inactive precursor of L-ar-
ginine), and t-arginine (300 mg/kg, NO precursor) were in-
jected intravencusly, and the nerve stimulation was repeated
53, 10, 15, 20, and 30 minutes after each drug administration.
At the end of the experimeni, papaverine (700 pg/kg) was
injected intracavernously 1o evaluate the integrity of (he cav-
ernous tissue.

ProtocoL B: K rp CHANNELS aAND ICP

Male mongrel dogs {10 = 1.4 kg, n = 4} were anesthetized
with sodium pentobarbital (Sagatal, 3¢ mgrkg tntravenously),
intubated, and anificially vemilated with reom air. The exper-
imerts were done essentially as described above using the
same conditions and protocol for pelvic nerve stimulation.
After the basal ICP had stabilized, the pelvic nerve was stim-
ulated with square-wave pulses (5 10 10 Hz, 5 V, 1-ms pulses
for 1-minute intervals) to generate a predrug 1CP response.
Fifteen minutes later, cromakalir (3 and 10 #g) was injected
intracavernously {ollowed by recording of the ICP responses
for 30 minutes. After the intracavernous injection of gliben-
clamide (1¢ mg, pH 7.0}, cromakalim (10 pg) was adminis-
tered, and the cavernous nerve stimulation was repeated. To
end the experiment, papaverine {700 pg/kg) was injected in-
tracavernously 1o evaluate the integrity of the cavernous tis-
sue.

STATISTICAL ANALYSIS

The results are expressed as the mean + SEM for n experi-
ments. Analysis of variance and Student’s unpaired ¢ test were
used (o compare the data [or the different treatrpents. A value
of P <0.05 indicated statistical significance.

RESULTS

ProtocoL A

Pelvic nerve stimulation increased the ICP aftera
brief latency period. This increase was maintained
during stimulation and decreased rapidly when
stimulation was stopped. The intravenous injec-
tion of L-NAME (10 mg/kg) inhibited the increase
in ICP after pelvic nerve stimulation by 82%. The
subsequent injection of 1-arginine {300 mg/kg in-
travenously) partially reversed the inhibition by
L-NAME and restored the increase in ICP induced
by pelvic nerve stimulation (Table 1). Neither ihe
inactive enantiomer p-NAME (10 mg/kg) nor p-
arginine (300 mg/kg intravenously) affected the
ICP responses. A typical tracing of the pressor re-
sponse 1o pelvic nerve stimulation before and after
treatment with 1-NAME is shown in Figure 1.

ProTOCOL B

Pelvic nerve stimulation (5 V, 5 to 10 Hz) signif-
icantly increased the ICP to 105 * 8.7 mm Hg
(latency 10 % 1 second) compared with the basal
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TABLE 1. Inhibition of pelvic nerve-stimulated™ tumescence by 1-NAME with reversal by
L- arginine but not p-arginine’

o~-NAME -NAME o-Arginine -Arginine
Variable Control {10 mg/kg) (10 mg/kg) {300 mg/kg) {300 mg/kg)
ICP basal {rum Hg) 128590 128+ 5.0 12049 7714 112=40
A ICP/NS (mm Hg) 86.2 = 11.4° 79.8 = 12.5° 154 + 508 106+ 1.1% 51.0 = 11.1%
iatency (s} 88258 7.2+519 ND ND 142 = 5.4
MABP (mm Hg) 80 = 7.5 92 63 104 = 8.1 96 + 9.2 98 = 5.1

Kev: L-NAME = N*-nitro-i-arginine mechyl ester: KOP = intracavernous pressure; NS = nerve stimulation: ND = not determined; MABP = mean arterial blood prossure.

Data presented as mean = SEM (v = 5).

= 520V, 5--15 Hz, 1 minute in duration, I-ms pulses.

" Latency until beghtning of response and cffect of drugs on MABP alse shown.
* P 0.5 vs. basal

B P <0.05 vs. control

VP <0.05 vs. i-NAME.

1 Iem
e i
= v =1} mm/rmn
= 12
d
2« 40 !
=
0
Hasal B-Name 1. -Narowe Bedrp T~arg Papusrne
{1dmpikp.ivy {10mefkgiv)  Dmzlegi)  BOTGEREIY) (7ROug/kg i)

NERVE STIMULATION {(10v, 15Hz)

FIGURE 1.

Representative tracings of ICP illustrating inhibitory effect of NO synthase inhibitor t--NAME on tumes-

cence caused by stimulation of peivic nerve. Inhibition significantly reversed by intravenous injection of L-arginine but

not by v-arginine.

TABLE il. Effects of cromakalim, and pelvic nerve stimulation on ICP before and after
intracavernous injection of glibenclamide*

CK CK CK + Gli NS + Gli Papaverine
Variabie Control NSF (G gl {10 ug} (10 mg} {10 mg} (700 pg)
ICP (mm Hg) 12850 105 =87 103> 144% 106+ 12.1% 126 =305 88+ 24.2° 100 = 4.0t
{atency (s} ND 10=10 65 = 85 48 = 50 ND 22 +60 270
MABP (mmHg] 10245 11463 114=81 115 = 9.2 112 251 11275 112 = 5.1
Key: CK = cromakatim; Gli = glibenclamide; other abbreviations as in Tabic I
Data presented as mean £ 5EM (n = 4).
* Latency until beginning of response and effect of drugs on MABP alse shown.
* 5410 Hz, 5V, I minute m duration, -ms pllses.
F P 0.5 vs. contral,
BP <005 vs CKI0 pg.
values (12.8 = 5mm Hg, P <10.05). Cromakalim {3 COMMENT

and 10 pg) also increased the ICP (103 = 14.4 mom
Hg, latency 65 & 8 seconds, and 106 £ 12.1 mm
Hg, latency 48 = 5 seconds, respectively). The cro-
makalim-induced responses were abolished by
ghibenclamide (10 mg per corpus cavernosum)
without affecting the increase in 1CP induced by
pelvic nerve stimulation (88 * 24.2 mm Hg, la-
tency 22 * 6seconds; Table 1), A typical tracing of
the pressor response to pelvic nerve stimulation
and the intracavernous injection of cromakalim
before and after treatment with glibenclamide is
shown in Figure 2.

UROLOGY 64 (3, 2004

Previous work has suggested that erection in-
duced by cavernous nerve stimulation in dogs is
the best model for studying the hemoedynamic pa-
rameters of penile erection® Our results con-
firmed previous evidence of an r-arginine-NO-
c¢GMP pathway in penile erection.™ Direct pelvic
nerve stimulation in dogs led to cavernons smooth
muscle relaxation and penile erection, as measured
by an increase in ICP. This increase was abolished
by pretreatment with the NO synthase inhibitor
L-NAME (but not with the inactive enantiomer p-

605

Anexos

137



18 g B

5 = i%mm*m«h '/‘j fH: !'/M‘
Ea/ S
E Do z !
'n.‘...? V! : ;' | !\\-««-...._.3 \ |
= it ! ool e —JJ
R — ¢ t t
¥y 4 4 X NSiSe by NS (S, 10Br) Papmarine
N5 5, piEn N Dpgy CH 1 Lbgy ir 3 Tr3am  {Hougig)

FIGURE 2. Representative tracing of increase in ICP after
of cromakalim [CK) before and after administration of ali

NAME). These findings confirmed and extended
previous observations that had indicated a major
role for NO in the relaxation of canine cavernous
smooth muscle.

The intracavernous injection of cromakalim sig-
nificantly and dose dependently increased the 1CP
of anesthetized dogs. These results confirmed the
presence of functional K, . channels in the erec-
tile tissue of the dog corpus cavernosum. The most
interesting finding of this study was the differential
effects of the intracavernous injection of gliben-
clamide. The increase in ICP caused by the intra-
cavernous injection of cromakalim was blocked by
glibenclamide, but the latter had no effect on the
response to pelvic nerve stimuiation. This inability
of glibenclamide to affect the increase in ICP {pe-
nile erection) induced by pelvic nerve stimulation
suggests that K p channels are unlikely to play a
major role in penile erection in dogs.
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