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RESUMO

O veneno de Phoneutria nigriventer causa formacgéo de edema local em
pele de coelho por um mecanismo que envolve a ativacdo do sistema de
calicreina tissular. O veneno de Phoneutria nigriventer produz ainda erecdes
prolongadas em cées, coelhos, ratos e no homem. Visto que a calicreina tissular
esta envolvida no sistema reprodutor masculino, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos do veneno de Phoneutria nigriventer sobre corpo cavernoso
isolado de coelhos. Coelhos "New Zealand”, machos, adultos (2-3 Kg) foram
anestesiados e exsanguinados Os pénis dos coelhos foram entdo retirados e
0s corpos cavernosos isolados e perfundidos em cascata (Vane, 1964). O
veneno de Phoneutria nigriventer e demais agonistas foram administrados na
forma de boius; os antagonistas ou inibidores foram administrados
continuamente por infusdo. Veneno de Phoneutria nigriventer (3-100 ug),
acetiicolina (0.1-100 nmol), bradicinina (1-3 nmol} e calicreina de pancreas de
porco (3-30 ug) induziram relaxamentos dose-dependentes da musculatura lisa
cavernosa. Q inibidor da sintese de EDRF N@-nitro L- arginina metil ester (10
pM), mas nao seu enantibmero D-NAME (10 gM), aboliu completamente os
refaxamentos induzidos pela acetilcoling, bradicinina e Venenc de Phoneutria
nigriventer sem afetar o relaxamento induzido pelo gliceriltrinitrato. O efeito
inibitério do L-NAME foi parcialmente revertido pela infuso de L-Arginina (300
#M), mas néo de D-Arginina (300 uM). O inibidor de protease aprotinina (10
1g/ml), conhecido por inibir a sintese de bradicinina, aboliu os relaxamentos da
musculatura lisa cavernosa induzidos pelo veneno de Phoneutria nigriventer e
calicreina tissular. O inibidor de cininase, Il captopril (1-10 uM), potenciou os
relaxamentos induzidos pelo Veneno de Phoneutria nigriventer, bradicinina e
calicreina tissular. O inibidor de calicreina tissular Pro-Phe-Aph-Ser-Val-Gin-

NH2 (KiZD-06, 1.3 gM) inibiu significativamente o relaxamento da musculatura



lisa caverncsa induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer sem afetar
aqueles induzidos por GTN e ACh. O inibidor de calicreina plasmatica obtido do
feijao de soja (soybean trypsin inhibitor; 10 ug/mi) ndo afetou os relaxamentos
da musculatura lisa cavernosa inuzidos pelo veneno de FPhoneutria nigriventer,
bradicinina, acetiicolina ou calicreina. O antagonista de receptores By de
bradicinina, HOE-140 (50nM) aboliu completamente os relaxamentos induzidos
pelo veneno de FPhoneutria nigriventer e bradicinina. Nossos resultados
demonstram que o veneno de Phoneutria nigriventer ativa o sistema de
calicreina tecidual levando & formagao local de cininas e consequente liberacio

de EDRF (oxido nitrice} na musculatura lisa cavernosa de coelhos.
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1 - INTRODUGAO

1.1- CALICREINA

Calicreinas pertencem a um grupo de serino proteases encontradas em
células glandulares, neutrdfilos e fluidos bioldgicos. As calicreinas sao divididas
em dois grandes grupos: plasmaticas e tissulares (Fiedler, 1979; Movat, 1979).
Os dois tipos diferem quanto ao peso molecular, ponto isoelétrico,
especificidade de substrato, caracteristicas imunoldgicas, tipe de cinina liberado
e importéncia funcional (Bhoola et al, 1992). A calicreina plamética é codificada
por um Unico gene (Seidah et al, 1989) enquanio a calicreina tissular é
codificada por uma familia de genes com diferentes padroes de expressdo
genetica especifico para cada tecido (Qin et al, 1991). As calicreinas liberam
peptideos vasoativos (cininas), a partir de substratos endégenos (cininogénios),

por agdo enzimatica (Muller-Esterl, 1989).

Os cininogénios sé&o proteinas multifuncionais envolvidas em reagdes de
cascata durante o0s processos de coagulagdo sanguinea e inflamacéo e, ainda
atuam como inibidores protegendo células dos danos causados por cisteino-
proteases (Muller-Esterl, 1889). Em geral, a calicreina tissular forma calidina
(Lys-bradicinina) a partir do cininogénic de baixoc peso molecular e a calicreina
plasmatica forma a bradicinina a partir do cininogénio de alto pesc molecular
(Bhoola et al, 1992). Entretanto, a calicreina tissular é capaz de liberar cininas
de ambos os tipos de cininogénios em experimentos in vitro (Girolami et al,
1986).



1.2 - CALICREINA TISSULAR

A calicreina tissular foi primeiramente denominada de calicreina
glandutar, devido as grandes quantidades da enzima presentes em glandulas
exocrinas, como as salivares e pancreas; entretanto, é também encontrada em

testiculos, prostata e rins.

A calicreina tissular é semelhante a tripsina em muitos aspectos, mas
com uma alta especificidade para os sitios de clivagem de substrato
polipeptidico.  Sua principal fungdo conhecida é a clivagem seletiva do
cininogénio em duas ligagdes peptidicas, liberando um decapeptidec vasoativo
e espasmogénico (Lisil-bradicinina). A calicreina tissular & sintetizada sob a
forma inativa de pré-enzima, sendo que sua etapa de ativagio parece similar &
de outras serino-proteases, como a quimiotripsina. O N-terminal lle se liga ao
Asp194 (Kraut, 1977), e altera a estrutura tridimensional da proteina; dessa
forma os sitios ativos sdo expostos, tornando-se acessiveis ao substrato.
Portanto, pré-calicreina pode ser ativada por enzimas do tipo tripsina clivando
Arg-1 ou por enzimas que atuam no N-terminal de aminoéacidos hidrofébicos
com a lle- A termolisina, uma metaloprotease obtida de bactérias, cliva o
substrato no N-terminal de aminoacides hidrofébicos, sendo cerca de 5 vezes
mais potente que a tripsina em ativar a prd-calicreina urinaria (Takada et al,

1985).

Apesar das etapas envolvidas na ativac@o da pro-calicreina tissular in
vitro estarem bem caracterizadas, 0s processos intracelulares decorrentes de

sua ativac@o permanecem indefinidos.
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Durante as ultimas trés décadas, os sitios de sinteée € armazenamento
de calicreina tissular tém sido determinados em um grande numero de tecidos
pelo uso de técnicas tais como centrifugacdo diferencial, imunohistoquimica e
hibridizacao.

Evidéncias claras de que a calicreina tissular é armazenada em
organeias celulares foram somente obtidas na década de 60 (Bhoola & Ogle,
1966; Erdos et al 19€8). Com o advento das técnicas dos anticorpos
especificos e hibridizacao in situ, a calicreina tissular foi localizada em diversos
orgdos e tipos celulares tais como células 8 (Pinkus et al, 1983), células
epiteliais da prostata (Schacetilcolinater et al, 1978, Kumamoto et al., 1989),
gléndulas da fraguéia (Bhoola et al, 1989), mucosa nasal (Baumgarten et al,
1989) e oufros. A descoberta recente da existéncia de calicreina tissular em
neutrofiles, aliada & observagéo de que calicreina de alto peso molecular, pré-
calicreina plasmatica, e calicreina de baixo peso molecular aderem & superficie
externa da membrana celular destas células, sugere a participagéo destas

enzimas nos processos inflamatdrios, especialmente no gque se refere a

diapedese de neuirdfilos.

1.3 - CALICREINA TISSULAR NO TRATO GENITAL HUMANO

A iniciativa do estudo de calicreinas no trato genital partiu da
identificac&o de uma potente cininogenase em vesiculas seminais e prostata de
cobaias. A enzima liberava um peptideo com perfil farmacolédgico idéntico ao da
bradicinina em preparagbes de piasma de diversas espécies de mamiferos

(Bhoola et al.,1962).



As cininas s&o liveradas através de protedlise limitada por cininogenases
do liquido seminal como a calicreina da préstata ou do acrossoma do

espermatozoide.

A principal enzima inativadora de cininas presente no liquido seminal é a
enzima conversora de angiotensing, também conhecida como cininase 1l
(dipeptidil carboxipeptidase). A cininase 11 é inibida pelo captopril (Gross, 1981).
Esta cininase i, dependente de androgénio, catalisa & conversdo de
angiotensina | a angiotensina Il e inativa bradicinina pela liberacdo do C-
terminal dipeptidico His-Leu e Phe-Arg. Em ratos, a maior atividade da enzima
cininase 1l & observada nos testiculos e epididimo (Cushman & Cheung,
1971a;b; Hohlbrugger et al, 1882). Em homens, aproximadamente 70% da
cininase |l presente no liquido seminal € proveniente da prostata, onde estd
principalmente associada a estruturas macromoleculares identificadas como
vesiculas de membrana com diametro igual ou menor que 100 nm (Krassingg st
al, 1886). Entretanto, epididimo e testiculos também contém quantidades

significativas da enzima (Krassnigg et al, 1989).

A importancia das calicreinas e cininas na fungéo reprodutiva comecou a
ser conhecida quando Schill e Haberland (1974) reportaram que a calicreina de
pancreas de porco estimulava a moiilidade de espermatozdides humanos. A
prostata foi reconhecida como a fonte mais provavel da enzima (Fink et a!,
1985), embora tenha sido também encontrada em testiculos. Atualmente, €
conhecido que em drgdos genitais humanos, a calicreina também se localiza em
células de sertoli, células epiteliais do epididimo e adendcitos da prostata
(Saitoh et al, 1987, Kumamoto et al, 1989). A presenca desta enzima em células
de sertoll dos tuibulos seminiferos sugere um papel funcional na

espermatogénese, enquanio a localizacdo no epididimo parece estar
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relacionada a maturagdo do esperma neste 6rgdo. Entretanto, proteases
prostéticas aumentam o fluxo sanguineo testicular, aceleram a
espermatogénese, promovem a maturacdo de fatores de crescimento do nervo e
epiderme, causam liquefagdo de codgulos do liquido seminal, funcdes estas

importantes na fisiologia da reprodugdo (Saitoh & Kumamoto, 1988; Clements et
al, 1988).

Estudos multidisciplinares com grande numero de pacientes com
fertilidade reduzida mostraram que a administracdo sistémica de calicreina
pancreatica foi capaz de_ aumentar a motilidade (pacientes com
astenozoospermia) e o numero de espermatozdides (pacientes com
oligozoospermia). Acredita-se que este efeifo ocorra por acgéo dirsta da
calicreina tissular sobre o metabolismo do espermatozdide assim como por
efeitos indiretos sobre a espermatogénese melhorando as funcdes das células
de sertoli {Schill, 1977; Sato, 1980; Schroeder-Finckh et al, 1986; Saitoh et al,
1987).

Em condi¢des clinicas, a calicreina pancreética pode ser administrada
por via parenteral ou intramuscular (40 KU, trés vezes por semana) ou, ainda,
por via oral em forma de tabletes (600 KU por dia). O periodo de tratamento de
trés meses @ significativamente mais efetivo do que tratamentos agudos,
podendo ser extendido por até doze meses. Na administragdo oral, cerca de 3 a

5% da dose administrada & efetivamente absorvida (Fink et al, 1980).

Ainda ndo estd claro se a produgdo de calicreina tissular no trato genital
& dependente dos niveis de androgénio. Entretanto, e provave! que isto ocorra

visto que diversas proteases prostaticas s&o dependentes deste horménio



(Schill et al, 1985), incluindo uma protease prostatica canina identificada como

da familia das calicreinas (Lazure et a!, 1984).

Apesar de ter sido encontrada em diversos sitios no trato genital
masculino, e vir sendo intensamente estudada por diversos autores, vasta
revis&o bibliografica n&o apresentou nenhum registro a respeito da identificagio

de calicreinas de quaiquer tipo em corpo cavernoso.

1.4 - VENENO DE Phoneutria nigriventer

As aranhas do género Phoneutria sdo conhecidas desde a década de 20
como responsaveis pela maior parte dos acidentes de araneismo no Brasil,
principalmente na regiao sudeste. Duas espécies tem ocorréncia significativa
nesta regiao - Phoneutria nigriventer .e Phoneutria Keyserlingi. Dentre estas

duas espécies, a primeira representa 90% dos espécimes encontrados.

A aranha Phoneutria nigriventer tem tamanhc médio de 33 mm e
envergadura maxima cbservada de 150 mm. O tegumento é castanho escuro
revestido de pelos que variam de marrom-amarelados a cinza escuros. A
taxonomia do género Phoneutria tem sido baseada até agora nos elementos
morfolégicos, havendo, entretanto, ampla variacdo intra e inter-especifica
destes parametros (Eickstedt, 1979). Em Phoneutria nigriventer, o fator de
diferenciacéo € o padrao de cor presente no abddémen, que consiste de um
desenho formado por uma faixa clara mediana anterior ladeada por duas faixas
mais estreitas. Estas faixas sdo seguidas por duas fileiras paralelas de
manchas claras arredondadas, das quais partem linhas cbliquas de pontos

claros em diregéo ao venire,
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O envenenamento causado por Phoneutria nigriventer foi primeiramente
descrito por Brazil e Vellard (1925) que, em pesquisas posteriores, concluiram

que o veneno & primariamente neurotdxico.

O principal sintoma do envenenamento causado por Phoneutria
nigriventer em humanos & a dor local intensa que se irradia para os extremos
subjacentes & picada. Pode provocar ainda espirros, lacrimejamento,
perturbagbes visuais, sialorréia abundante, vomitos, evacuagdo intestinal,
dispnéia, prostagao, taquicardia, arritimias cardiacas, priapismos e morte. Estes
sinais e sintomas s&o também observados no envenenamento experimental em
ratos, cobaios e cdes (Schenberg e Pereira-Lima, 1962). Do ponto de vista
experimental, tem sido observado que o veneno de Phoneutria nigriventer
contém neurotoxinas capazes de ativar canais de sédio dependentes de
voltagem em preparacdes de nervo frénico diafragma de rato (Fontana and
Vital-Brazil, 1985) causando um blogueio neuro-muscular. Em auriculas
isoladas de cobaio, o veneno de Phoneutria nigriventer também ativa canais de
sodio, 0 que resulta na liberacdo de acetilcolina e noradrenalina. Isto determina
o aparecimento de cronotropismo e inotropismo negativo e positivo (Vital-Brazil
et al, 1988). Tais efeitos contribuem provavelmente para os distUrbios cardiacos
observados no envenenamento. Este veneno contém ainda polipeptideos
capazes de produzir potenciais de acao repstitives em nervo crural {Entwistle et
al, 1982) e contragbes dose-dependentes de muasculo liso vascular de coelho
(Antunes et al, 1990; Antunes et al., 1993; Marangoni et al, 1993; Bento et al,
1993). Estes resultados evidenciam a caracteristica do venenc de induzir a
liberagdo de neurotransmissores do sistema nervoso autondmico, assim como

de estimulacéo nervosa de placa motora.



O priapismo € um importante efeito do envenenamento por Phoneutria
nigriventer uma vez que se caracteriza por ereg¢des prolongadas nas quais é
constatada dor devido a duragio da manutengéo do estado de rigidez peniana,
podendo levar a danos irreversiveis do tecido erétil, provocando perda da
capacidade de copula. Segundo Schenberg e Pereira-Lima (1862), estes
eventos ndo sdo observados em animais sob efeito de anestesia. Este fato pode
concorrer para uma possivel agéo sobre ¢ sistema nervoso ceniral no controle
das ere¢des induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer. Por outro lado,
uma vez que diversos anestesicos atuam via um bloqueio de canais de sddio,
pode ser também levada em conta a hipbtese de que esta n&o ocorréncia de
priapismos em animais anestesiados pode ser devido a um efeito desta

natureza. Um fato que permanece para ser posteriormente estudado.

Um outro ponto passivel de discusséc seria um possivel equivoco na
utilizacde do termo priapismo para denominar as ere¢des prolongadas
ocorrentes em animais, induzidas pelo veneno de Phoneutria nigriventer. |Isto
porgue é dificil constatar a presenca de dor no animal, sendo esta a condigido
bésica para aplicacdo do terme priapismo. No entanto, este termo sera utilizado
no decorrer deste trabalho ja que foi originaimente proposto por Schenberg e

Pereira-Lima (1962), e é aceito na literatura especializada.

Os mecanismos fisioldgicos responsaveis pela indugdo do estado de
erecdo prolongada, atingindo o priapismo, permanecem desconhecides. No
entanto, iremaos discorrer brevemente a respeito da anatomia e dos mecanismos
fisioldgicos responsaveis pela indugdc de eregbes penianas coitais em

mamiferos.
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1.5 - ANATOMIA PENIANA DE MAMIFEROS

O pénis de mamiferos €, de modo geral, formado por dois corpos
cavernosos e um esponjoso. O corpo esponjoso constitui 0 envoitdrio da uretra
e a regido da glande. Os corpos cavernosos sd0 envolvidos por um tecido
fibroso resistente denominado tunica albuginea, e compreendem uma rede
trabecular de capilares sinusocidais, tecido conjuntivo e nervos. Estes espagos
lacunares, comunicantes entre si, sdo forrados em sua face luminal por células
endoteliais garantindo um estreito relacionamento entre estas e o fluxo
sanguineo (Benson et al., 1980). O fluxo arterial deste tecido é provenients das
artérias cavernosas (direita e esquerda) e ramos terminais das artérias
hipogéstricas. A drenagem venosa € feita a partir de vénulas lacunares que
drenam para vénulas do plexo sub-tdnico, localizado entre o tecido erétil e a
tunica albuginea. No terco distal do pénis, a partir deste plexo, veias emissarias
cruzam a tunica albuginea e drenam para a veia dorsal profunda, por sua vez
originada a partir de veias emissarias da glande. A porgdo proximal do pénis

{crura) € drenada pelas veias cavernosas crurais.,

A inervagio periférica do pénis consiste de nervos simpaticos do X
segmento toraxico e Il segmento lombar, e de nervos parassimpaticos e
somaticos do I, Il e IV segmentos espino-sacrais (McConnell & Benson, 1982).
A inervacdo somatica € realizada pelo nervo pudendo, composto de fibras
aferentes das peles peniana e perineal, e por fibras eferentes que inervam a

musculatura estriada do perineo.



1.6 - MECANISMOS FISIOLOGICOS DO FENOMENO DE EREGCAO
PENIANA EM MAMIFEROS

As eregdes penianas sdo desencadeadas por estimulos sensitivos locais
dos orgédos genitais (ere¢des reflexogénicas) efou por estimulos psicogénicos
de origem central (eregdes psicogénicas). As reflexogénicas s&o iniciadas por
estimulacdo dos receptores da pele e da glande peniana, transmitidos pelo
nervo dorsal do pénis e, finalmente, pelo nervo pudendo. As vias eferentes
originam-se nos centros parassimpaticos sacrais atinginde os tecidos eréteis
penianos através de fibras dos nervos pélvico e cavernosos. As eregdes
psicogénicas s&o mais complexas e menos compreendidas. Uma grande
variedade de estimulos, incluindo visual, oifative, gustativo, auditivo e tatil,
promovem uma resposta erétil supra espinal. Assim, vérias regides do cérebro,
incluindo o nlcleo talamico, o rinencéfalo e estruturas limbicas, estdo
envolvidas na modulacdo da ere¢éo peniana psicogénica. Mecanismos ereteis

psicogénicos e reflexogénicos agem, provavelmente, sinergicamente no

controle da ere¢éo.

O estado de flacidez peniano & mantido ativamente peia ac&o ténica de
nervos simpaticos ou adrenérgicos. Durante este estado, a musculatura lisa
trabecular dos corpos cavernosos e das arterias cavernosas e helicinais se
mantém em contrac@o permanente. Quando o bloqueio da atividade simpatica
se instala essas musculaturas relaxam (tumescéncia) permitindo ¢ influxo
arterial e, consequentemente, aumento progressivo da pressdo sanguinea
intracavernosa. No entanto, apenas o bloqueio da atividade adrenergica nao &,
por si 86, suficiente para que seja alcancado um estado de eregéo peniana total.

Os principais eventos responsadveis pelo estado de erecdo total s@o o
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relaxamento tanto da musculatura lisa cavernosa como das artérias helicinais
resuftando na expansdo maxima dos espacos lacunares que terminam por
comprimir os plexos vencsos sub-albugineos. Isto resulta em elevagdo da
pressao sanguinea intracavernosa e dramatica redugéo do efluxo venoso. Isto
determina o equilibrio funcional entre a pressdo de perfusdo das artérias
cavernosas e a resisténcia ao efluxo sanguineo pelas veias emissarias do plexo
sub-albuginec comprimido (mecanismo veno-corporal oclusivo). O estagio
seguinte (detumescéncia peniana) é assegurado pela reativagdo do tdnus
adrenérgico (desbloqueio da atividade simpatica; De Grost & Steers, 1988; Lue

et al., 1986).

Como descrito acima, a ereg@o peniana é predominantemente mediada
pelo sistema nervoso autondmico parassimpatico. Porém, existem atualmente
fortes evidéncias do envolvimento de mediadores ndoc adrenérgicos-ndo
colinérgicos (NANC) no processo da erecio peniana (Hedlund & Andersson,
1985; Saenz de Tejada et al., 1988). Em preparagfes de corpo cavernoso
isolado de humanos foi demonstrado que estimulos elétricos evocam
relaxamento deste tecido, mesmo na presenca de antagonistas de receptores
adrenérgicos e colinergices. Nos ultimos anos, tem sido sugerido que o
mediador NANC da ere¢&o peniana seja representado essencialmente pelo fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF; Furchgott & Zawadzki, 1980),
quimicamente identificado como éxido nitrico (NO, Palmer et al., 1987; Ignarro

et al., 1987) ou um composto nitrositado (Myers et al., 1990).

O EDRF (NO) & gerado nas células endoteliais a partir do nitrogénio
presente no terminal guanidine do aminoacido arginina, em sua forma levégira.
O processo de sintese de EDRF ¢ inibido de maneira dose-dependente por

alguns analogos da L-arginina, como o monometil-L-arginina (L-NMMA) e o



nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Esta inibig&o & parcialmente revetida pela
L-arginina (mas n&o pela D-arginina) sugerindc que tais anélogos inibem a
formagao de EDRF por competir com a L-arginina pelo sitio ativo da enzima

responsavel (NO-sintase).

Dentre os mediadores biologicos capazes de induzir liberac&o de EDRF,
destacam-se, além da acetilcolina, a bradicinina (Cherry et al., 1982),
substéncia P (Zawadzki et al., 1981), serotonina (Cocks & Angus, 1983),

histamina (Toda, 1984) e outras.

1.7 CALICREINA TISSULAR E VENENO DE PHONEUTRIA
NIGRIVENTER

Recentemente, demonstramos que o veneno de Phoneutria nigriventer
aumenta a permeabilidade microvascular em pele de rato e coelho resultando
na formac&o de edema local {Antunes et al, 1992). Este efeito ocorre através da
geracéo local de cininas em decorréncia da ativagao do sistema de calicreina
tissular (Marangoni et al, 1893). Estes resultados s&o baseados no fato de que
a aprotinina (inibidor de proteases), mas nao o inibidor de tripsina do feijdo de
soja (SBT!, inibidor de calicreina plasmatica), reduz significativamente a
exudag@o de plasma induzida pelo veneno. Além disso, o tratamento com
antagonista de receptores By de bradicinina (HOE-140) inibe de maneira
significativa o aumento de permeabilidade vascular causado pelo veneno. Por
outro lado, o tratamento com inibidor da enzima conversora de angiotensina
(captopril) potencia esta resposta, sugerindo que o efeito mencionado é
mediado pelo sistema de calicreina tissular e formagéo de bradicinina. A fragéo
presente no veneno, responsavel peia ativagdo desse sistema foi recentemente

purificada (Antunes et al, 1993).
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1.8 - OBJETIVOS

Baseado nas observagbes de Schenberg e Pereira-Lima (1962) de
que o veneno de Phoneutria nigriventer induz eregbes penianas prolongadas
em diversas espécies animais e, a partir de estudos prévios (Antunes et al,
1992, 1993; Marangoni et al, 1993) de que este veneno ativa o sistema de
calicreina tissular, procuramos, neste trabalho, investigar o efeito do
veneno de Phoneutria nigriventer sobre a musculatura lisa cavernosa
isolada de coelhos e com isso contribuir para © entendimento do sistema

de calicreina tissular em corpo cavernoso.



2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados coelhos machos New Zealand adultos (2-3 Kg)

fornecidos pelo biotério central da UNICAMP.

Apds anestesia com pentobarbital sodico (Sagatal@; 40 mg/Kg iv.), o
animal foi exsanguinado por canulagio da artéria cardtida. O pénis do coetho foi
retirado na regido de inserg&o na crura e imediatamente colocado em solugéo
de Krebs. Em seguida, ¢ tecido cavernoso foi dissecado, removendo-se a
camada de tinica alpuginea. Usualmenie, cada pénis de coelho fornecia

apenas um segmento de corpo cavernoso dissecado (2-3 cm).
2.1 - SUPERFUSAQ DE CORPO CAVERNOSO EM CASCATA

Os segmentos de tecido cavernoso isolados foram mantidos em solucéo
nutritiva de Krebs-Ringer até o momento do experimento, que nunca excedeu 1
hora apds as cirurgias. Segmentos de 2-3 cm de corpo cavernoso foram
montados em cascata (Vane, 1964) sob tensdo de 2 g e perfundidos com
soluc&o de Krebs-Ringer aquecida a 37°C e aerada com 95% 02 e 5% COo.
Os tecidos foram ligados & alavancas auxotdnicas conectadas a transdutores
isotonicos (Harvard) para musculo liso. As respostas foram registradas em um
poligrafo de 6 canais (Watanabe, WR 3101). Apds estabilizacio dos tecidos
(60-90 min), os mesmos foram continuamente infundidos (0.1ml/min) com
indometacina (6 xM) com o objetivo de inibir a produggo enddgena de
prostaglandinas. O ténus dos tecidos foi induzido por infus&o continua (0.1
ml/min) de noradrenalina (3 pM). A sensibilidade dos transdutores foi entao
ajustada para produzir relaxamentos de magnitudes similares, usando-se o
gliceriltrinitrato como padrdo. A acetilcolina foi utilizada como controle para

teste da integridade endotelial do tecido cavernoso .
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Os agonistas foram administrados sob a forma de bolus (10 -100 pul),
enguanto os antagonistas foram administrados por infus@o continua {0.1 ml/min)

por aproximadamente 20 minutos antes de injetar os agentes em estudo.

2.2 - DIALISE DO VENENO DE Phoneutria nigriventer

Visto que o veneno de Phoneutria nigriventer contém pequenas
quantidades de histamina e serotonina, decidimos dialisar o veneno no sentido

de excluir a participag@o dessas substéncias no ensaio biologico.

O veneno de Phoneutria nigriventer (3-4 ml de uma solugao 0.1%) foi
dialisado contra 2 litros de solug2o salina 0.9% por um periodo de 24 a 48 hs, a
4-6°C. A solug@o de dialise foi trocada quatro vezes durante este periodo. Foi
retirada uma aliquota da solugdo de veneno antes de se iniciar a dialise para
comparagao subsequente com 0 material dialisado. O "cut off' da membrana de

didlise foi de 10-12 KDa.



2.3 - PURIFICAGAO DA CALICREINA TISSULAR DE URINA DE
COELHO.

Coelhos machos adultos New Zealand foram anestesiados com
pentobarbital sddico (Sagatal, 40 mg/Kg, 1.v.). Apds laparotomia, retirou-se a
urina diretamente da bexiga. Esta foi acondicionada em frascos de vidro

esterilizados e mantidas a -102C até o momento de utilizacéo do material.

O pool de 500 ml de urina proveniente de 25 coelhos foi primeiramente
dialisada contra agua destilada utilizando-se membrana de dialise com "cut off"

de 20 Kda, a 4°C.

Aliquotas de 100 mt da urina dialisada foram entao submetidas a uma
cromatografia de troca ibnica em DEAE - SEPHADEX G10 equilibrada com
tampao NagPO4 (0.05 M, pH=7.0) e condutividade 3 mMho. Como tampdes de
eluicdo foram utilizadas solugdes de NazPQOy4 (0.05 M/NaCl 0.3M) pH=7.0 e
Na3PO4 (0.05 M/NaCl 0.6M} pH=7.0. Foram feitas dosagens de atividade do
material ndo retido, eiuido com C.3M NaCi e 0.6M NaCl. A atividade da
calicreina urinéria de coelho sd foi encontrada no material eluido com seclugéo
de NaCl 0.3M. O material eluido com solucdo de NaCl 0.3M foi dialisado,
liofilizado e ressuspendido em solugdo salina 0.9% (10 ml), quando entao foi
submetido a cromatografia de afinidade em sistema FPLC-Superose 12. O
material ativo que permaneceu ligado a coluna foi eluido, dialisado e novamente

ltofilizado.
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2.4 - PURIFICAGCAQ DA CALICREINA PLASMATICA DE COELHO

Coelhos machos adultos New Zealand foram anestesiados com
pentobarbital sddico (Sagatal, 40 mg/Kg, 1.v.}. O sangue do coelho foi retirado
por pung&o cardiaca e recolhido em tubos contendo polybrene (50 pg/mi).
O sangue foi centrifugado (3000 rpm, 15 min) e o plasma removido por
aspiracdo, o qual foi mantido a -20°C até o momento do uso. O
descongelamento do plasma foi realizado a 379C na presenga de benzamidina
(10 mM}, EDTA (10 mM) e polybrene {500 ug/ml). O volume de plasma foi
medido e filtrado em peneira plastica. Procedeu-se a dialise do material contra
tampdo fosfato de sbédio 0.016M com NaCl 5 mM, azida sdédica 0.02%,
benzamidina 1 mM, EDTA 1 mM e polybrene 50 pg/ml, pH = 7.8 e condutividade
1.6 mMho. Apbs a dialise, o plasma foi centrifugado por 15 minutos a 3.000 rpm

para a precipitagdo de imunoglobulinas.

Foi entéo realizada uma cromatografia em DEAE-Sephadex, apos a qual
o material eluido foi .novamente dialisado e, entdo, liofilizado. O contelido
liofiizado foi ressuspendido e submetido & cromatografia de afinidade SBTIi-
Sepharose. A dosagem da atividade enzimatica presente no material eluido foi
realizada baseando-se na sua capacidade de hidrolisar o substrato sintético N-

benzoyl - Pro-Phe-Arg-pNa (Motta et al, 1986; Sampaio et al, 1974).



2.5 - ANALISE ESTATISTICA

As respostas relaxantes induzidas pela acetilcoling, bradicining,
calicreina de péncreas de porco e veneno de Phoneutria nigriventer (médias +
erro padrio das médias) foram calculadas tomando-se como 100 % o
relaxamento maximo induzido pelo gliceriltrinitrato. Os resultados foram
avaliados pelo teste { de Student pareado considerando-se p<0.05 como

significante.

2.6 - PROCEDENCIA DO VENENO E DAS DROGAS

O veneno liofilizado de Phoneutria nigriventer foi fornecido pela secéao de
artrépodos peconhentos do Instituto Butantan, S&o Paulo-SP. O veneno foi
coletado das aranhas por estimulacéo elétrica e dessecado em um dessecador

a vacuo contendo tabletes de hidréxido de sddio, a temperatura ambiente.

Acetilcolinag, noradrenalina, indometacina, calicreina de péancreas de
porco, aprotinina e inibidor de tripsina extraido de soja (soybean trypsin
inhibitor), N@-nitro L- arginina metil ester, L-arginina, ¢ D-arginina foram
adquiridos da Sigma Chemical CGompany (St. Louis, EUA). O D-NAME f{oi
adquirido da Bachem {(Londres, GB). O captopril foi adquiride da Squibb Inc.
(EUA). O gliceri! trinitrato (ampolas contendo 1 mg/ml em solug&o isotdnica) foi
adquirido da Lipha Pharmaceuticals Ltd (West Drayton, Middiesex, Alemanha).
O KIZD-06 (- Pro-Phe-Aph-Ser-Val-Gin-NH2) € um inibidor de calicreina tissular

recentemente sintetizado nos laboratério da Rational Drug Design da Boston
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University Medical Center pelo Doutor James Burton. Tal composto possui

sequintes caracteristicas:

Sequéncia de aminoacidos - Pro-Phe-Aph-Ser-Val-GIn-NHp; peso
molecular - 737.7; Analise de aminoécidos - Pro 1.24, Phe 0.90, Aph n.d., Ser
0.86, Val 0.93, GIn 1.07; tempo de retencéo em HPLC - 19.1 min em coluna de
fase reversa ODS 1X25 cm.

A solugdo de Krebs (pH 7.4) contém a seguinte composi¢c&o (mM); NaCl
118, KCI 4.7, KH2PO4 1.2, MgS047H20 1.17, CaClo6H20 2.5, NaHCO3 25 ¢

glicose 5.6.



3. RESULTADOS

O veneno de Phoneutria nigriventer (10 - 100 ug), acetilcolina (0.1 - 100
nmol), bradicinina (1-3 nmol), calicreina de péncreas de porco (100-300 mU) e
calicreina urinaria de coelho (10 - 30 mU) induziram relaxamento dependente da

dose nas preparagbes de corpo cavernoso de coelho, pré-coniraidas pela

noradrenalina (3 uM).

A calicreina plasmatica de coelho ndo produziu qualquer efeito sobre as
tiras de corpo cavernoso de coelho, pré-contraidas pela noradrenalina (3 uM;

figura 4).

3.1 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA CALICREINA TISSULAR NA
RESPOSTA RELAXANTE EVOCADA PELO VENENO DE  Phoneutria

nigriventer .

A infuso do inibidor de cininase II, captopril (1 uM), potenciou
significantemente (p<0.01) os relaxamentos induzidos pelo veneno (30 ug; 40 +
4% antes vs 62 + 7% apds; n=9), bradicinina (1nmol; 42 + 8% antes vs 66 + 9
durante a infuséoe; n=8) sem, no entanto, modificar os relaxamentos induzido

pelo gliceriltrinitrato (1 nmol; Figura 1, n=7).

O antagonista especifico de receptores de bradicinina B, HOE-140 (D-
Arg-{Hyp3,Thi®,DTic/ 0icB)-bradicinina, 50 nM), aboliu as respostas relaxantes
induzidas pela bradicinina e veneno de Phoneutria nigriventer, sem afetar os
relaxamentos induzidos pela acetilcolina (76 + 6% antes ¢ 74 + 6 durante a
infusédo; n=6) e gliceriltrinitrato (Figura 2, n=6). Por outro lado, o antagonista de

receptores de bradicinina By [Leu9des Arg?0 KD (0.5 uM) néo apresentou
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gfeito significativo sobre os relaxamentos da musculatura lisa cavernosa
induzidos pelo veneno, bradicinina (45 + 12% e 55 + 16% antes versus 49 + O e
59 + 20 respectivamente; n=6) Resuliados semelhantes foram obtidos com a

calicreina de pancreas de porco, acetilcolina e gliceriltrinitrato..

A infusdo do inibidor de proteasé, aprotinina (10 pg/ml), conhecido por
inibir a sintese de bradicinina, aboliu o relaxamento induzido pelo veneno e pela
calicreina de pancreas de porco (100 mU). O relaxamento evocado pela
bradicinina (0.3 nmol) ndo foi modificado durante a infusdo de aprotinina (47 +
7% antes e 49 + 9 apods); resultado similar foi observado para o gliceriltrinitrato

(2.2 nmal; Figura 3; n=4).

Q inibidor especifico de calicreina tissular KIZD-06 (- Pro-Phe-Aph-Ser-
Val-GIn-NH2; 1.3 uM) aboliu os relaxamentos induzidos pelo veneno (10 ug) e
pela calicreina urinaria de coelho (10 mU) sem, no entanto, afetar o relaxamento
induzido pela acetilcolina (80 + 9% antes vs 86 + 2 apéds; 300 pmol) e

glicerittrinitrato (4.5 nmol); (Figura 4, n=3).

O inibidar de tripsina do feijfo de soja (soybean; 10 mg/ml), conhecido
por inibir o sistema de calicreina plasmatica, nZo afetou significantemente os
relaxamentos induzidos por gliceriltrinitrato, veneno de Phoneutria nigriventer,
bradicinina e calicreina de pancreas de porco (55 + 12, 54+ 17,85+ 26 e 35 +
6% de relaxamento antes versus 67 + 20, 54 + 8, 98 + 8 e 33 + 8% de

relaxamento durante a infuséo do soybean, respectivamente, n=4).



3.2 - ENVOLVIMENTO DO OXIDO NITRICO NO RELAXAMENTO DA
MUSCULATURA LISA CAVERNOSA INDUZIDO PELO VENENO DE

Phoneutria nigriventer

A figura 5 ilustra que o inibidor da sintese de EDRF, N¥-nitro-L-arginina
metil ester (L-NAME 1xM), mas n&o o seu enantidmero inativo D-NAME (10 uM),
aboliu o0s relaxamentos da musculatura lisa cavernosa induzidos por
acetilcoling, bradicinina e veneno de Phoneutria nigriventer sem modificar
aqueles induzidos pelo gliceriitrinitrato. O efeito inibitério do L-NAME foi

parciaimente revertido pela infus&o da L-arginina (300 xM), mas néao peio seu
enantidmero D-arginina (300 pM; Figura 5). A infuséo do L-NAME induziu ainda
a elevagdo do tdnus basal da preparagdo em 59 + 9% (P<0.05), que foi

revertida pela infus@o da L-arginina, mas n&o de D-arginina (Figura 5, n=6).
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FIGURA 1 - Captopril {1:M) potenciou significantemente o relaxamento
das tiras de corpo cavernoso de ceetho (RbCC) induzido por bradicinina (BK, 1

nmol) e veneno de Phoneutria nigriventer (PNV, 30 ug) sem afetar aquele
induzido pelo gliceriltrinitrato (GTN, 1 nmol). As tiras de corpo cavernoso foram
superfundidas em cascata e pré-contraidas pela noradrenalina como descrito

em Métodos. Este & um tragado representativo de sete experimentos.

CAPTOPRIL (1 uM)

RbhCC - — .
4 min
[ | s |

GTN . )
1 |
BK . T o nmo
1 1 nmol
PNV [ ®



FIGURA 2 - O antagonista de receptores do tipo By de bradicinina (BK)

Hoe-140 (50 nM) aboliu o relaxamento das tiras de corpo cavernoso de coelho

{RbCC) induzidos pela BK (3 nmol) e veneno de Phoneutria nigriventer (PNV, 10

rQ). Os relaxamentos induzidos pelo gliceril trinitrate (GTN, 9 nmol) e

acetilcolina (ACh, 30 nmol) n&o foram significativamente afetados pela infuséo

do Hoe-140. Este tragado € representativo de seis experimentos.

RbCC

GTN
BK

PNV
ACh

HOE 440 (50 nM)

4 min

9 9 nmoi
3 3 nmol
10 10 Kg

30 30 nmol
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FIGURA 3 - A infus&o de aprotinina (10 ug/ml) aboliv o relaxamento das
tiras de corpo cavernosc de coelhos (RbCC) induzidos pelo veneno de
Phoneutria nigriventer (PNV, 3 ug) e calicreina de pancreas de 'porco (PPK, 100
mb). Os relaxamentos induzidos pelo gliceril trinitrato (GTN, 2.2 nmol) e
bradicinina (BK, 0.3 nmol) n&o foram significantemente afetados pela infuso

de aprotinina. Este é o tracado representativo de quatro experimentos.

APROTININ (10 pg.mi™)

L 3 1

RhCC 4 min
—

GTN o ®
2.2 2.2 nmoi
BK ° °
0.3 0.3 nmol
PNV L ®
3 3 ug
PPK ° o

100 100 mU



RbCC

GTN

ACh

PNV

RbUK

RbPK

FIGURA 4 - O inibidor especifico de calicreina tissular Pro-Phe-Aph-Ser-
Val-GIn-Nh2 (KIZD-06. 1.3 uM) aboliu o relaxamenio das tiras de corpo
cavernoso de coelho (RbCC) induzidos peio veneno de Phoneutria nigriventer
(PNV, 10 pg) e calicreina urindria de coetho (RbUK, 10 mU) sem afetar
significativamente aqueles induzidos pelo gliceril trinitrato (GTN, 4.5 nmol) e
acetilcolina {ACh, 300 pmol). A calicreina plasmatica de coelho néo 'produziu
nenhum efeito sobre a preparagéo. Este € o tragado representativo de trés

experimentos

KIZD-06 (1.3 pM)

4 min

© ' -] nmol
4.5 4.5
o o pmol

o ° mu

o mU
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RbCC

GTN
ACh
PNV

FIGURA 5 - Efeito do N@-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10uM), D-
NAME (10 uM, L-arginina (L-Arg, 300 M) e D-Arginina (D-Arg, 300 xM) em tiras
de corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infuséo de L-NAME (mas ndo D-
NAME) aumentou o tonus da RbCC e aboliu os relaxamentos induzidos pela
acetilcolina (ACh, 0.3 nmol) e veneno de Phoneutria nigriventer (PNV, 10 ug). O
relaxamento induzido pelo gliceriltrinitratc (GTN, 0.5 nmol) ndo foi
significantemente afetado pela infusdo de L-NAME. A infusdo subsequente de
L-Arg (mas ndo de D-Arg) reverteu parcialmente o aumento de tonus e também
restaurou os relaxamentos induzidos pela ACh e PNV. Este é o tragado

representativo de 6 experimentos.

D-NAME (10 uM)  L.-NAME (10 uM)  D-ARG (300 uM)  L-ARG (300 uM)

7T

4 min

nmot

nmol
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4, - DISCUSSAQ

Nossos resultados demonstram que os relaxamentos da musculatura lisa
cavernosa de coelhos induzidos pelo veneno da aranha armadeira Phoneutria
nigriventer ocorrem por um mecanismo dependente da Iberagio de éxido nitrico,
visto que estes relaxamentos foram completamente inibidos pele inibidor da NO-
sintetase L-NAME (Moore et al., 1989), mas ndo por seu enantidbmero inativo D-
NAME. A reversdo do efeito inibitorio do L-NAME pela L-arginina (mas n&o pela

D-arginina) reforga ainda mais o envolvimento do éxido nitrico nesta resposta.

Dentre os mediadores bioldgicos capazes de induzir liberacéo de EDRF,
destacam-se, além da acetilcoling, a bradicinina (Cherry et al., 1982),
substancia P (Zawadzki et al., 1981), serotonina (Cocks & Angus, 1983),
histamina (Toda, 1984), e outras. Tais agentes vasoativos aliados a outros
vasodilatadores ndo-dependentes do endotélio (prostaglandina E1, papaverina)
tém se constituido importantes ferramentas para compreensdo dos mecanismos
fisiolégicos da eregédo peniana (Adaikan & Karim, 1977, Andersson et al., 1584,
Adaikan et al., 1986; Kirkeby et al., 1989; Finberg & Vardi, 1990; Christ et al.,
1990; Kimura et al., 1990; Kim et al., 1991; Knispel et al., 1591).

A liberacéo de NO aqui demonstrada representa a via final pela qual a
calicreina tissular, localizada no corpo cavernoso, foi inicialmente ativada pelo
veneno, resultando na formagao local de cininas, ativacdo de receptores do tipc

B- e, finalmente, na liberagdo do mediador final (NO).

O envolvimento do sistema de calicreina-cinina tissular no corpo

cavernoso de coelhos é apoiado por trés evidéncias sélidas: primeiro, o inibidor
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de proteases aprotinina, conhecido por inibir a alividade enzimatica de
calicreinas (Vogel & Werle, 1970), inibiu seletivamente o relaxamento do corpo
cavernosc isolado de coelho induzide pela calicreina tissular de pancreas de
porco, assim como o relaxamento induzido pelo veneno. Por outro lado, o
inibidor de calicreina plasmatica soybean (SBTI; Vogel & Werle, 1970), nao
produziu inibicdo significativa dos relaxamentos induzidos pela calicreina de
pancreas de porco e do veneno, indicando que a calicreina plasmética nao

participa no fendémeno analisado.

Segundo, o inibidor de cininase [, captopril, potenciou significantemente
os relaxamentos de corpo cavernoso isolado de coelho induzidos por
bradicinina e veneno e, terceiro, o antagonista especifico de receptores de
bradicinina do tipo By (HOE-140; Wirth et al, 1991) aboliu seletivamente os
efeitos relaxantes da bradicinina e veneno. O fato do antagonista especifico de
receptores B4 ([Leu9ldes Arg10 KD) de bradicinina ndo modificar os
relaxamentos induzidos pelo veneno e pela bradicinina, exclui a posssibilidade

do envolvimento desse tipo de receptores no fendmeno analisado.

Uma quarta evidéncia consiste em que um novo inibidor especifico para
calicreina tissular (KIZD-06) aboliu completamente os relaxamentos de corpo
cavernoso isolado de coelho induzidos pelo veneno e pela calicreina tissular

obtida de urina de coelho.

Apesar do veneno contrair musculatura lisa vascular de coelhos in vitro
(Antunes el al., 1993; Marangoni et al, 1993; Bento et al., 1993), isto ocorre
provavelmente devido a auséncia de células endoteliais naquelas preparagbes.
Tecidos de corpo cavernoso de coelho, da maneira como foram utilizados
nestes experimentos, sdo caracterizados por uma rica rede de capilares

sinusoidais recobertos por células endoteliais.



Nossa demonstracdo de que a ativacée de receptores Bo em tiras de
corpo cavernoso de coelho induz & liberagdo de oxido nitrico ndo é
surpreendente, visto que células endoteliais de diferentes fontes, seja em
musculatura lisa vascular in vitro (Cherry et al., 1882) ou em cultura (Gryglewski
et al., 1986; de Nucci et al,, 1988; D'Orleans-Juste et al., 1989) assim como em
sistemas in vivo (Vallance et al., 1989; Whittle et al., 1989; Rees et al., 1920)

liberam éxido nitrico em resposta a bradicinina.

A observacdo de que a calicreina de pancreas de porco relaxeu ¢ corpo
cavernoso isolado de coelho por um mecanismo cinina-dependente indica gque
este tecido deve conter um tipo de cininogénio, "a priori" de baixo peso

molecular, que estaria servindo de substrato para a calicreina tissular.

O veneno de Phoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreina-cininas
tissular {mas nao plasmético) em pele de coelho in vivo (Marangoni et al.,
1993). As calicreinas tissulares, codificadas por uma familia de genes, séo
enceontradas em uma grande variedade de tecidos, incluindo vasos (Oza et al,
1990, Nolly & Lema, 1982, Nolly et al, 1985). Entretanto, ndo foram descritas em
tecido peniano, mais especificamente em corpo caverncso. Em vista disso,
podemos especular que o veneno causa relaxamento de corpo cavernoso
isolado de coelho pela ativacdo de calicreina tissular localizada na regido
reconhecida como corpo cavernoso, liberando cininas localmente, mais
provavelmente a lisil-bradicinina (calidina). Alternativamente, o veneno poderia
estar atuando como um ativador dos precursores da calicreina tissular,
denominados pré-calicreinas tissulares. As pre-calicreinas tissulares tém sido
caracterizadas em urinas de humanos (Corthon et al,, 1979, Spragg, 1993,
Takada et al., 1985) e de ratos (Takaoka et al., 1984). Ao contrario do veneno,

os ativadores das pré-calicreinas conhecidos como tripsina, termolisina (Takada

43



et al., 1985) e arginina esterase obtida de glandula submandibular de ratos
(Kamada et al, 1990) sé@o ativos somente em sistemas in vifro. Uma outra
possibilidade de se explicar os resultados obtidos seria que o proprio veneno se
constituisse em um tipo de calicreina tissular. Porém, embora o veneno de
Phoneutria nigriventer contenha histamina, serotonina e outras enzimas
(Schenberg & Pereira-Lima, 1978) nfo existem informagdes a respeito da
existéncias de calicreinas em venenos de aranhas. Além disso, purificamos
recentemente dois polipeptideos capazes de aumentar a permeabilidade
vascular em pele de coelho (Bento et al, 1994) e causar relaxamento de corpo
cavernoso de coelho (Rego et al, 1994) cujo peso molecular varia de 14000 a
17000, valores bem abaixc dagueles descritos para calicreinas tissulares

(24000 - 45000; Bhoola et al, 1992).

Nos érgdos genitais humanos, a calicreina tissular tem sido encontrada
especificamente nas celulas de Sertoli, células epiteliais do epididmo e
adendcitos da préstata (Saitoh et al., 1987; Kumamoto et al,, 1989). A presenca
de calicreina nestes tecides sugerem um papel funcional na espermatogénese,
maturagdo do esperma e também no aumento de fluxo sanguinec nos testiculos
(Saitoh & Kumamoto, 1988, Clements et al, 1888). Recentemente, foi
demonstrado que ¢ efeito da calicreina sobre pacientes com deficiéncias na
motilidade dos espermatozéides, pode ser claramente atribuido a diminuigéo
dos distlrbios da cauda, caracteristicos de disfungbes do epididimo. A
calicreina pode estar influenciando a maturagéo do espermatozdide no

epididimo, levando a um aumento progressivo de motilidade.

Clements e colaboradores (1988) reportaram que a expressdo do gene
da calicreina em préstata de rato é dependente de andrégeno e, ainda, que a

testosterona pode estar diretamente envolvida neste fendmeno nas gléndulas



sexuais. 0Os mecanismos vasculares efetores que d&o inicio as eregdes
penianas, assim como 0s musculos estriados efetores, sdo sensiveis a
testosterona, intensificando as erecdes penianas, presumivelmente devido a
maior forga exercida pelo musculo bulboesponjoso sobre o bulbo peniano

(Leipheimer & Sacstilcolinas, 1993)

Recentemente, Giuliano et al. (1993) demonstraram que a testostercna
aumenta a resposta erétil cavernosa induzida por estimulagdce nervosa. No
entanto, tais autores reportam que o sitio de agBo da testosterona e seus
metabdlitos estdo situados nos neurdnios, ao invés de no tecido erétil
propriamente dito. Neurdnios parassimpaticos pds-ganglionares parecem ser ¢

local exato de atuacdo dos hormonios esterdides.

A medic&o dos niveis de testosterona plasmatica tem sido correntemente
utilizada por urologistas como um dos parametros diagnosticos para disfuncbes
sexuais de origem organica (Carg, 1993). Estas evidéncias podem sugerir que
uma deficiéncia ou disfungdo com relagéo aos niveis de andrégenos circulantes
poderiam modular a produgcdc de preé-calicreina, e consequente

comprometimento das fungdes sexuais e reprodutivas.

Nossos resultades podem sugerir que o sistema de calcreina-cininas
tissular presente no corpo cavernoso de coelhos pode representar importante

papel na modulacdo do fendmeno fisiolégico da erecéo peniana.
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6 - ABSTRACT

The roles of the tissue kallikrein-kinin system and nitric oxide (NO)
release in Phoneutria nigriventer venom-induced relaxations of rabbit corpus
cavernosum (RbCC) smooth muscle have been investigated using a bioassay
cascade. Phoneutria nigriventer venom (10-30 ug), porcine pancreatic kallikrein
(100 mU), rabbit urinary kallikrein (10 mU), bradykinin (BK, 0.3-3 nmol},
acetylcholine (ACh, 0.3-30 nmol) and glyceryl trinitrate (GTN, 0.5-10 nmol)
caused relaxations of the RbCC strips. Captopril (1 uM) substantially potentiated -
Phoneutria nigriventer venom- and BK-induced RbCC relaxations without
affecting those elicited by GTN. The bradykinin By receptor antagonist Hoe 140
(D-Arg-{Hyp3, Thi®,DTic?,0icB]-BK, 50 nM), aprotinin (10 xg mi-1) and the tissue
kallikrein inhibitor Pro-Phe-Aph-Ser-Val-GIn-NHo (KIZD-06, 1.3 gM) significantly
inhibited Phoneutria nigriventer venom-induced RbCC relaxations, without
affecting those provoked by GTN and ACh. The B4 receptor antagonist
[LeuSjdes Arg10BK (0.5 uM) and soybean trypsin inhibitor (SBTI, 10 pg mi-1)
had no effect on Phoneutria nigriventer venom-induced RbCC relaxations. The
relaxations induced by Phoneutria nigriventer venom, porcine pancreas
kallikrein, BK and ACh were significantly inhibited by N«-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME, 10 M) but not by D-NAME (10 uM). L-NAME did not affect
GTN-induced relaxations. L-arginine (300 uxM), but not D-arginine (300 kM),
significantly reversed the inhibitory effect of L-NAME. Our resuits indicate that
Phoneutria nigriventer venom activates the tissue Kkallikrein-kininogen-kinin
system in RbCC strips leading to NO release and suggest a functional role for

this system in penile erection
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