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Tityus serrufatus € o escorpido mais perigoso da subfamilia Tityinae no Brasil devido a alta
toxicidade de seu veneno e sua vasta distribuicdo nos centros urbanos da regiao sudeste do pais.
As manifestacdes clinicas mais importantes do envenenamento humano pelo venenc de Tityus
serrufatus s&o dor local ntensa acompanhada de queimagdo no local da picada podendo durar de
poucos minutos a varias horas. Estas manifestagdes podem ser acompanhadas por disfuncdes
autondmicas como vomitos profusos, taquicardia, alteracdes pupilares, sjalorréia, taquipnéia,
salivacao, disturbios da pressé&o arterial, tremores, etc. O veneno de Tityus serrulatus atua sobre
as terminactes nervosas do sistema nervoso autdonomo estimulando a liberagao de acetiicolina ou
catecolaminas de diferentes 6rgaos e tecidos.

Os tecidos eréteis de diferentes espécies animais sdo inervados por fibras nervosas
excitatdrias adrenérgicas, inibitdrias colinérgicas e inibitdrias ndo-adrenérgicas nao-colinérgicas
(NANC) que, por sua vez, desempenha papel impbrtante nos mecanismos neurais envolvidos na
erecdo peniana através da liberagdo de oxido nitrico (NO). Assim, as fontes potenciais de
producao de NO em corpo cavernoso de coetho sao os nervos NANC bem como o endotélio que
reveste a rede de capilares sinusdides presentes no tecido cavernoso. Devido & estimulagéo
NANC causar o relaxamento do corpo cavernoso, investigamos os efeitos do veneno de Tifyus
serrufatus no corpo cavernoso de coeiho.

Os efeitos do veneno do escorpiao Tityus serrufatus e suas fragées no corpo cavernoso de
coelho isolado foram investigados através de ensaios biolégicos em cascata. Os tecidos foram
continuamente infundidos com indometacina (5.6 uM) para inibir a geragéo de produtos da
ciclooxigenase. O veneno brute de Tifyus serrulatus (400 mg) foi purificado em coluna CM-
- celulose-52.

Veneno de Tityus serrufatus (3-100 ug), acetilcolina (ACh; 0.3-30 nmol) e gliceril trinitrato
(GTN; 0.5-10 nmol) relaxaram as preparagdes pre-contraidas pela noradrenalina (3 uM) de modo
- dose-dependente.

Os inibidores nao-especificos da NO sintase (NOS) N“-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME; 10 uM), N*-nitro-monometil-L-arginine (L-NMMA; 10 uM) e N°-iminoetil-L-ornitina (L-NIO;
30 uM) aumentaram o tonus dos tecidos e inibiram os relaxamentos induzidos por ACh e pelo
veneno de Tityus serrulatus sem afetar aqueles induzidos pelo GTN. O efeito inibitorio foi

revertido pela infusdo de L-arginina (300 puM), mas nao D-arginina (300 uM). O inibidor da NOS



. neuronal 1-(2-trifluorometilfenii)imidazol (TRIM, 100 uM) néo afetou o tonus nem os reiaxament;;
induzidos por ACh, bradicinina (Bk), veneno de Tityus serrufatus e GTN. O TRIM foi
aproximadamente 1000 vezes menos potente que o L-NAME em inibir a NOS cerebelar de coelho
in vitro, cuja atividade € medida pela converséo de [°H)-L-arginina para [*H]-L-citrulina.

QO inibidor seletivo de guanilato ciclase soluvel H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3,-alquinoxalin-1-
ona] (ODQ; 30 uM) também aumentou o fonus basal dos tecidos e aboliu os relaxamentos
induzidos pelos agonistas mencionados acima. O azul de metileno (30 M) também inibiu os
relaxamentos induzidos pelo veneno, porem, ao contrario do ODQ, a inibig&o foi irreversivel.

O inibidor de proteases aprotinina (Trasytol®; 10 pug.mi"), o antagonista de receptores
muscarinicos atropina {1 tM) e o antagonista de receptores B, Hoe 140 (D-Arg-[Hyp® Thi’,D-Tic’,
0ic’-BK: 50 nM) ndo afetaram os relaxamentos de RbCC induzidos pelo veneno de Tityus
serrulatus. Bloqueadores de canais de K como a glibenclamida (10 uM), apamina (0.1 pM),
charibdotoxina (0.1 uM) e tetraetilambnio (10 pM) também n&o afetaram os relaxamentos
induzidos pelo veneno. B

Capsaicina (3 e 10 nmol) relaxou os tecidos de maneira dose-dependente e ndo-
taquifilatica. O vermelho de ruténio (30 uM), inibidor das respostas induzidas pela capsaicina,
raduziu marcadamente os relaxamentos de RbCC causados pela capsaicina, mas nao afetou
aqueles induzidos pelo veneno. L-NAME (10 uM) ndo apresentou efeito sobre o0s relaxamentos
induzidos pela capsaicina. Por outro lado, 0 bloqueador de canais de sodio tetrodotoxina (TTX; 1
uM) aboliu os relaxamentos de RbCC induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus sem afetar os
induzidos por capsaicina, ACh e GTN. ATTX (1 uM) também reverteu prontamente a resposta do
veneno quando infundido durante a fase de relaxamento. ' '

Das treze fragdes obtidas do veneno bruto de Tityus serrulatus, apenas as fragbes X, Xle
" XIl causaram relaxamento de RbCC de modo dose-dependente, cujo efeito fo marcadamente
inibido na presenga de L-NAME (10 uM) ou tetrodotoxina (1 pM).

Nés propomos portanto que o veneno de Tityus serrulatus atua seletivamente sobre as
fioras NANC, possivelmente nitrergicas, e que 0 NOQ gerado no nervo se difunde através dos
terminais relaxando o musculo fiso vascular adjacente. Alem disso, a NOS neuronal (bNOS) ja foi
detectada no pénis humano e de rato usando-se anticorpos NOS especificos e
imunohistoquimica. A descoberta de que © TRIM, um inibidor seletivo para a bNOS em
camundongos, ndo afetou a liberagdo de NO induzida pelo veneno de Tityus serrulatus, pode

refletir sua poténcia reduzida sobre a enzima da coelho.
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1. Anatomia e Fisiologia da Ereg@ao Peniana

No interior do pénis, ha dois segmentos cilindricos pareados que se comunicam
formando 0s corpos cavernoscs, € um corpo esponjoso que circunda a uretra formando a
glande peniana, na porgéo distal. Os corpos cavernosos separam-se no perineo para formar
a crura, a qual se fixa bilateraimente a porgdo inferior do ramo isqueo-pubicofipsilateral. Os
COrpos cavernoses e o Corpo esponjoso, que contém tecido erétil, s&o circundados por um
tecido fibroso e compacto, a tinica albuginea. O tecido erétil é composto de multiplos
espacos lacunares interconectadas, revestidos por células endoteliais, aiém das trabéculas,
que formam as paredes das lacunas e consistem de bandas espessas de musculo liso e de
uma estrutura fibroelastica formada por fibroblastos, colagenc e elastina (Goldstein ef af.,
1982; Krane et a/., 1989; Saenz de Tejada ef al., 1991a).

As artérias cavernosas promovem fluxo sanguineo arterial para 0s Corpos cavernosos
através das artérias de resisténcia helicinais que se abrem diretamente em espagos
lacunares (Figura 1). A drenagem venosa dos cCOrpos cavernosos ocorre através das
vénulas, localizadas entre a periferia do tecido erétil e a tunica albuginea. As v&nulas se
fundem para formar as veias emissarias maiores as quais rompem a tunica albuginea, e
drenam em veias penianas extra-tinica denominadas veias cavernosa e crural (Puech-Leao
et al., 1987; Krane et al., 1989).

A inervagao periférica do pénis consiste de terminagbes nervosas simpaticas que
emergem do 11° segmento toracico até o 2° segmento lombar da medula espinhal e,
parassimpaticas e somaticas que emergem do 2°, 3° e 4° segmentos sacrais. A inervacao
somatica ocorre através do nervo pudendo, composto de fibras eferentes que inervam a
musculatura estriada do perineo, havendo também fibras aferentes do pénis e da pele
perineal (Krane ef al., 1989).

Durante a eregdo, 0 pénis atua como um capacitor, acumulando sangue sob presséo
(Saenz de Tejada ef a/., 1991a) devido ac estado de relaxamento dos corpos cavernosos
(Saenz de Tejada et al, 1985; Lue & Tanagho, 1987; Aboseif & Lue, 1988). No estado
flacido, as arteriolas e o0s sinusoides estdo contraidos (Figura 1). Juntos, exercem
resisténcia maxima contra o influxo arterial, estado no qual apenas pegquena percentagem de
sangue adentra 0s corpos cavernosos com propdsitos nuiricionais. Enguanto os sinusdides

estéo contraidos (estado flacido), estas veias drenam livremente para veias extra-penianas.
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Durante a eregdo, os musculos lisos de arteriolas e sinusdides reiaxam reduzindo,
conseqlentemente, a resisténcia periférica. Assim, a dilatacdo das artérias cavernosa e
helicinal levam ao aumento do fluxo sanglineo nos espagos lacunares. O relaxamento do
musculo liso trabecuiar dilata os espagos lacunares, causando expansido do pénis. A
pressde sanglinea sistémica transmitida através das arteriolas helicinais dilatadas expande
0 musculo fiso trabecular contra a tdnica albuginea. Este evento comprime o plexo de
vénulas sub-tunicas e reduz o efluxo venoso no espacgoe lacunar e, dessa forma, o pénis é
mantido rigido. Dessa forma, a press&o no espago lacunar durante a ere¢do é resultado do
equilibrio entre a pressdo de perfusdo na artéria cavernosa e a resisténcia ao efluxo
sanglineo pelas vénulas sub-tlnicas comprimidas. A reducdo do efluxo venoso pela
compresséo mecanica das vénulas sub-tunicas é conhecida como mecanismo de oclusdo
venosa (Shirai ef al, 1978), este mecanismo & responsavel por levar a pressdo
intracavernosa a um valor proximo da pressdo sistémica arterial média (Lue & Tanagho,
1987, Aboseif & Lue, 1988).

Detumescéncia é o resultado da contragéo do musculo liso peniano. A ativacdo de
nervos constritores simpaticos causa um aumento do fonus muscular das artérias helicinais
e das trabéculas. Isto resulta na redugdo do influxo arterial e diminuicdo dos espacos
lacunares, com descompresséo das vénulas sub-tunicas e, conseqientemente, aumento do
efluxo sangiineo dos espagos lacunares, promovendo o retorno do pénis ao estado flacido
(Saenz de Tejada et al., 1985; Lue & Tanagho, 1987; Lue & Tanagho, 1988; Krane ef al.,
1989).
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Figura 1: Mecanismo hipotético da erecfio peniana (Krane ef al., 1989).

2. Hemodinamica da Erecao

Durante a erecdo, o volume do pénis aumenta pelo actimulo de sangue, formando-se
um anguio entre 0 e 45° em relag&o ao plano horizontal. Neste estado, o pénis € mantido
rigido e a pressao intracavernosa € proxima da pressao arterial média (Wagner, 1981). Além
disso, da flacidez a erecdo ha um aumento médio de oite vezes do volume sanglineo
intrapenianc (Shirai et al., 1976).

Ha muitas controvérsias acerca dos mecanismos de eregdo peniana e sua
hemodinamica. Inicialmente, foi introduzido o conceito que o relaxamento das artérias
cavernosas, do musculo liso dos corpos cavernosos e do musculo refrator do pénis é
condicdo essencial para a eregdo (Kolliker, 1852). Posteriormente, foi criado o conceito que
o tecido erétil promove a rigidez do pénis devido a resisténcia ao influxo sanglineo para os

corpos cavernosos ser menor do que a resisténcia ao efluxo (Eckhard, 1863; Eckhard,



4
1869). Ha também resuitados conflitantes a respeito do mecanismo de ocluséo venosa
durante a eregéo, visto que alguns estudos demonstram que o fluxo sanghineo das veias
dorsais penianas € normal no cao anestesiado (Dorr & Brody, 1967, Andersson ef al., 1984).
Foi entdo estabelecido que a erecdo peniana pode ocorrer na auséncia de um mecanismo
que reduza o efluxo venoso dos corpos cavernosos (Shirai et al., 1978; Shirai & Ishii, 1981),
ou que a totai obstrugdo n&o é necessdria para que se obtenha uma eregdo completa
(Watanabe et al,, 1992). Entretanto, véarios estudos demonstram a ocorréncia de um efluxo
venose restrito em varias espécies, incluindo o cdo e o homem (Aoki ef af., 1986; Jinemann
et al., 1986; Fournier ef a/., 1987, Valji & Bookstein, 1987; Aoki et a/., 1989; Vardi & Siroky,
1990; Hanyu et al., 1992; Vardi & Siroky, 1993). Esta discrepancia pode ser explicada devido
ao pénis possuir dois sistemas eréteis: a alta pressdo dos corpos cavernosos € a baixa
pressdo do corpo esponjoso e glande pentana (Purohit & Beckett, 1979; Carati et af., 1987;
Carati ef al., 1988). No cdo, as veias penianas dorsais drenam somente para a glande
peniana sem apresentar refagdo com o0s corpos cavernoses. Mecanismos venooclusivos sao
demonstrados nos corpos cavernesos, mas ndo no corpo esponjoso (Purohit & Beckett,
1979). Assim, 0s corpos cavernosos podem constituir um “sistema fechado”, enquanto gue o
COrpo esponjoso € um “sist_ema de fluxo unidirecional”, drenando livremente através de veias
penianas. Portanto, a press&o nos corpos esponjosos é mantida primariamente por um
estado de fluxo elevado através da glande peniana, enquanto que a pressio intracavernosa
depende de mecanismos de oclusdo venosa durante a erecéo (Vardi & Siroky, 1990).
Geraimente, & aceito que a erecdo peniana é mediada principalmente via nervos
peivicos (Beil, 1972), embora a seqiéncia detalhada do evento ndo esteja completamente
estabelecida. Apos a estimulagdo dos nervos pélvicos no co, nota-se que a resposta erétil
parece ser resultado de dois principais eventos circulatérios. A primeira resposta
corresponde a uma dilatagdo imediata dos vasos de resisténcia penianos, causando um
grande influxo sanguineo arterial enquanto que, a segunda resposta é caracterizada por um
répido preenchimento dos corpos cavernesos e, portanto, aumento na presséo
intracavernosa (Andersson ef al., 1984). E proposto que este mecanismo parassimpatico
inicial e seguido pelo mecanismo muscular somatometor, produzinde a rigidez peniana por
compressao muscular dos corpos cavernosos distendidos atraves da contrac@o dos
musculos isquiocavernosos (Junemann et al., 1989). Entretanto, em voluntarios jovens néo

ocorre atividade elétrica nos musculos isquio ou bulbocavernosos durante o
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desenvolvimento de tumescéncia e erecdc a menos que o individuo voluntariamente
contraia tais musculos. Apenas durante a ejaculacac se desenvolve um padrio bem definido
de contrac3o e atividade elétrica (Gerstenberg et a/., 1990).

A fase de detumescéncia é menos estudada do que a fase erétil. As mudangas
hemodinamicas durante a detumescéncia representam a reversdo daqueias ocorridas
durante a eregdo: contragdo do muscuio liso cavernoso, diminuigdo do fluxo arterial e
completa restauracdo do efluxo venoso, tanto passiva (devido ao tonus intrinseco do
musculo liso) gquanto ativamente (aumento na atividade simpética), ou ambos. Em
voluntarios, a atividade eiétrica do musculo liso do corpo cavernoso diminui durante a
erecdo sendo retomada na fase de detumescéncia (Wagner ef al., 1989).

Em cées, a erecdo induzida por estimulagédo do nervo cavernosoc compreende trés
fases de detumescéncia {Bosch et al, 1991). Na fase inicial, & registrado um pegueno
aumento na pressaoe, provavelmente devido a contragdo do musculo liso cavernoso; o fluxo
arterial retorna aqs niveis basais. Esta fase e, portanto, dependente do influxo arterial e da
contragdo do musculo liso cavernoso. A segunda fase corresponde a um periodo de
pequeno decrescimo na pressao associade a uma possivel ocorréncia de drenagem venosa.
Durante a terceira fase, ha um rapido decréscimo na pressdo intracavernosa, enquanto a
drenagem venosa é completamente restaurada.

O processo de erec@o e detumescéncia pode ser resumido e dividido em vérias fases
diferentes. A fase 0 corresponde a fase flacida. Quando o pénis esta no estado flacido, ha
predominio da estimulagao simpatica, fazendo com que as arteriolas e o musculo liso do
corpo cavernoso permanec¢am contraidos. O fluxo sanglineo através da artéria cavernosa é
minime, apenas para propositos nutricionais. A atividade eiétrica do musculo liso do corpo
cavernoso durante este estado indica que as celulas estdo contraidas (Wagner ef af., 1989).
0 efluxo venoso das veias subtinicas para veias emissarias maiores encontra-se normal. A
fase 1 corresponde & fase de laténcia (preenchimento). Apds a estimulagdo sexual, a
atividade parassimpética aumenta, observando-se aumento no fluxo sangliineo através das
arterias pudenda interna e cavernosa, Sem acarretar mudancgas na pressao sanglinea
sistémica. A resisténcia periférica & diminuida devido a dilatacdo das artérias cavernosa e
helicinal. O pénis se alonga, mas a pressao intracavernosa permanece inalterada. A fase 2
corresponde a fase de tumescéncia. Em jovens normais, 0 aumento do influxo sanglinec a

partir do estado flacido é cerca de 25 a 60 vezes (Wagner, 1981). A pressdo intracavernosa
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aumenta rapidamente. Devido ao relaxamentc do muscule liso trabecular, a conformagéo do
tecido cavernoso e bastante realgada, causando a rigidez peniana €, consequentemente, a
erecao. Ao final desta fase, o fluxo arteriai diminui. A fase 3 corresponde a fase de erecao
completa. O musculo liso trabecular expande e, juntamente com ¢ volume sanglineo
aumentado, comprimem o plexo de vénulas subtunicas contra a tunica albuginea, reduzindo
o efiuxo venoso (mecanismo de ociusdo venosa) e aumentando a pressao intracavernosa
até cerca de 10-20 mmHg abaixo da press&o sanguinea sistdlica, Em coelhos, 0 aumento na
resisténcia ao efluxo venoso € estimado em torno de 100 vezes (Saenz de Tejada ef al,
1991a). O fluxe venoso € ligeiramente maior do que durante o estado flacido. O fluxo pela
artéria pudenda interna € reduzido em comparacdo a fase de preenchimento, mas ainda
maior que no estade flacido. A fase 4 corresponde a fase de ere¢do rigida. A pressdo
intracavernosa aumenta acima da pressdo sistdlica como consequéncia da contragdo
voluntaria ou reflexogénica dos musculos isquio e bulbocavernoso. Nao ha fluxo sanguineo
através da artéria cavernocsa neste estado. A fase 5 corresponde a fase de transigdo. A
atividade aumentada do sistema nervoso simpatico leva ao aumento do tonus nas artérias
helicinais e contracdo do musculo liso trabecular. O fluxo arterial € retomado a um nivel
baixa, porem 0 mecanismo venooclusivo ainda esta ativado. A fase 6 corresponde a fase
inicial de detumescéncia. Ha um declineo moderade na presséo intracavernosa, indicando a
retomada do efluxoc venoso bem como a diminuigdo do fluxo arterial. Finalmente, a fase 7
corresponde a fase rapida de detumescéncia. A presso intracavernosa decai rapidamente,
0 mecanismo veno-oclusivo torna-se inativado, o fluxo sanglineo arterial retorna ao seu

estado de pré-estimulaggo, e o pénis ao estado flacido.



3. Neurotransmissao Periférica e Mecanismos de Ativagéo

3.1. Mecanismos Adrenérgicos

Nervos adrenergicos estao presentes em artérias cavernosa e helicinal, bem como no
musculo liso cavernoso de humanos (Shirai et al,, 1972; Shirai et al., 1973; Benson et a/.,
1980; McConnel & Benson, 1982, Gu et al., 1983) e de varias espécies animais (Dail, 1993).
No estado de detumescéncia, estas estruturas s&o mantidas contraidas principalmente pela
liberag&o de noradrenalina (NA) atuando em receptores a pds-sinapticos. Tal liberacdo pode
ser modulada via receptores o, pré-sinapticos (Hedlund ef al., 1984, Molderings et al., 1989).
Mesmo na presenca de atividade miogénica e de outros fatores constritores (prostancdides,
endotelinas, neuropeptideo Y), a modulagéo da atividade adrenérgica € um dos fatores mais
importantes para a manutengao do estado contratil de musculo liso do corpe cavernoso e da
vasculatura peniana (Giuliano ef al., 1993).

As células do musculo liso do corpo cavernoso humano possuem uma quantidade de
receptores o 10 vezes maior do que a de receptores f§ (Levin & Wein, 1280), sendo
estimado que cada célula contenha cerca de 65000 sitios ligantes do tipo o (Costa ef af,
1993). Tanto a feniiefrina (seletiva para receptores «4) quanto a clonidina (seletiva para
receptores a) contraem o musculo liso do corpo cavernoso, sugerindo a presenca de ambos
0s receptores neste tecido. Entretanto, a clonidina € menos potente e tem uma atividade
intrinseca menor do que a fenilefrina e a NA (Hedlund & Andersson, 1985a; Kimura ef al.,
1989, Christ ef al., 1990), favorecendo o ponto de vista da predominancia funcional de
receptores o4. Em tecido cavernoso humano ja foram identificados trés subtipos de
receptores o4 (aia, aig © tic) COM predominancia de aua € oug (Price et af.,1993).

Em corpo cavernoso, a densidade de receptores 8 € apenas 1/10 da densidade de
receptores o (Levin & Wein, 1980), mas tanto a isoprenalina quanto o salbutamol relaxam
preparagdes de corpo cavernoso humano contraidas com NA e inibem a atividade contréatil
gspontanea {Adaikan ef a/., 1981; Hedlund & Andersson, 1985a). Os relaxamentos induzidos
por isoprenalina ou salbutamol podem ser blogueados pelo propranoclol, mas ndo peio
practolol (Bs) ou butoxamina (f32), sugerindo que 08 receptores § em corpo cavernoso

humano ndc sdo dos subtipos 3, ou B, (Adaikan, 1979; Adaikan ef al., 1981). Entretanto,
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outros estudos sugerem que em corpo cavernoso humano, estes receptores séae do tipo B»
(Dhabuwala ef af., 1985; Hedlund & Andersson, 1985a).

3.2, Mecanismos Colinérgicos

Recentemente, demonstrou-se que em células isoladas de muscuio liso de corpo
cavernoso humano sdo encontrados cerca de 45000 sitios ligantes para receptores
muscarinicos (Costa ef af, 1993). Esta quantidade & cerca de 15 vezes inferior a de
receptores a-adrenérgicos. Acredita-se que os receptores muscarinicos em corpo cavernoso
humano sejam dos tipos M, e M; (Traish ef a/., 1990).

E importante enfatizar que a atividade parassimpatica ndo € apenas equivalente as
acdes da acetilcolina, outros transmissores podem ser liberados dos nervos colinérgicos.
Assim, ha pelo menos trés mecanismos pelos quais a atividade parassimpatica possa
contribuir para a tumescéncia peniana e ere¢do, sendo que todos diminuem os efeitos da
NA: (1) a liberacdo de NA pode ser inibida por estimulacdo de receptores muscarinicos nos
terminais nervosos adrenérgicos, (2) os efeitos pos-sinapticos da NA podem ser atenuados
pela liberagdo de um fator relaxante do endotélio mediada pelos receptores muscarinicos, e
(3) os efeitos pos-sinapticos da NA podem ser neutralizados por fatores relaxantes, tais
como © oxido nitrico (NO) e peptideos vasodilatadores liberados dos terminais nervosos
parassimpaticos (Klinge & Sjéstrand, 1977a; Hedlund & Andersson, 1985b; Saenz de Tejada
et al., 1988a).

3.3. Mecanismos N&o-Adrenérgicos Nao-Colinérgicos

A existéncia de uma inervacéo inibitdria nao-adrenérgica nac-colinergica (NANC) foi
primeiramente demonstrada em musculo anccoccigeno de rato e em musculo retrator de
pénis bovino (Gillespie, 1972; Klinge & Sjostrand, 1974). Possiveis mediadores dos nervos
inibitérios NANC nestes musculos € na arteria peniana foram discutidos por Gillespie et af.

{1990), que sugeriram o Oxido nitrico (NO) como provavel candidato.
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Em musculo liso de corpo cavernoso isolade de varias espécies, 0 relaxamento
provocado por estimulagéo elétrica pode ser blogueado por inibidores da NOS (Ignarro et
al., 1990a; Holmquist et al., 1991; Kim et a/., 1991, Pickard ef al., 1991; Rajfer et af., 1992).

A acetilcolina apresenta efeitos inibitdrios, tanto pré quanto pds-juncionais, sobre a
neurotransmissao adrenérgica em tecido erétii humano isolado. Entretanto, alguns
experimentos em tecidos eréteis isolados mostram que a estimulagdo de receptores
muscarinicos n&o inibe (Klinge & Sjéstrand, 1977b; Andersson et al., 1983, Dail et af., 1987)
ou inibe pouco (Saenz de Tejada et al., 1988a) os relaxamentos induzidos por estimulacéo
elétrica. Alem disso, a observacéo que a atropina néo apresenta efeito inibitorio nas eregdes
provocadas por estimulagéo visual ou por vibragéo local (Wagner, 1981) favorece a hipotese
da existéncia de um mediador NANC para o processo de erecao peniana. O fato do bloqueio
de receptores muscarinicos n&o afetar os relaxamentos induzidos por estimulagdo elétrica
em corpo cavernoso de coelho {Holmquist et al., 1992a) e de rato (Dail et a/., 1987) aliado a
observacdo que a acetilcolina enddgena nao € fator majoritario né geracac de NO em tecido
erétil (Holmquist et al., 1992a), sugere um papel para o NO proveniente das terminagbes

NANC como o principal mediador neuronal na erec¢&o peniana (Burnett et a/., 1992).
4. Descoberta do EDRF e Posterior Identificacdo como Oxido Nitrico

Em 1980, Furchgott e Zawadski relataram que a acetilcolina relaxava aorta isolada de
coelno apenas na vigéncia de um endotélio integro. Posteriormente, tornou-se claro que os
relaxamentos mediados pelo fator de relaxamento derivado do endotélic (EDRF) estavam
diretamente associados com niveis aumentados de GMPc nas céluias musculares lisas
(Rapoport & Murad, 1983). Este mecanismo de relaxamento era semeihante ac dos
nitrovasodilatadores, que também exercem seu efeito através da formacdo de GMPc
(Katsuki & Murad, 1977; Katsuki ef al., 1977), mas de maneira independente do endotélio
(Furchgott & Zawadski, 1980; Rapoport & Murad, 1983). As propriedades relaxantes dos
nitrovasodilatadores mostraram ser dependentes da formagéo de oxido nitrico (NO) (Armold
et al., 1977, Katsuki ef al., 1977). Estudos subseqlientes reveiaram gue o EDRF era uma
substancia de meia-vida curta (Fdrstermann ef al., 1884; Griffith ef al., 1984) e que o dxido
nifrico (NQ) seria responsavel pela atividade biolégica desta substancia (Ignarro et al., 1887:

Palmer et al., 1987). O amincacido L-arginina foi estabelecido como substrato para a sintese
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de NO/EDRF em céluias endoteliais e outros tipos celulares {Schmidt et al., 1988; Palmer &
Moncada, 1989).

4.1. Oxido Nitrico

Demonstrou-se inicialmente que a acetiicolina e varios outros agentes, podem liberar
fatores relaxantes do endotélio vascular (Furchgott & Zawadski, 1980), e um destes fatores
foi identificado como NO, sintetizado a partir da L-arginina por uma Oxido nitrico sintase
(NOS) (Ignarro ef al., 1987, Palmer ef al, 1987, Moncada ef al, 1989; Ignarro, 1990;
Moncada ef af., 1991, Moncada, 1982} (Figura 2).

HN O =N Q
>~—NI 1 >—NH2 - >—NEL_,
NH NADLTFH NIt 172 NADTH ~H
+ NO
(1, HO 0, HLO)
CO0H : COX COOH
L-Arginina Ng-hidnod L Auginina L-Girulina

Figura 2: Reacdo de formagio do ¢xido nitrico (WO) catalisada pela 6xido nitrico sintase (NOS).

Vdrios estudos demonsiram que o relaxamento ihduzido por acetilcolina ou
estimulacdo elétrica envolve a liberacdo de NO (ou alguma molécula estritamente
relacionada) em corpo cavernoso humano e de coelho (Ignarro et a/,, 1990a; Holmgquist et
al., 1991; Kim ef al., 1991; Knispel ef al., 1991; Pickard et al., 1991; Bush et a/., 1992a; Bush
et al., 1992b; Holmquist ef al., 1992a; Knispel ef al., 1992a; Knispel ef af., 1992b; Rajfer et
al., 1992). Tanto o endotélio vascular quanto os préprios nervos que inervam o corpo
cavernoso podem potencialmente ser a fonte de NO envolvida na ere¢do. Neste contexto, ja

foi demonstrada a presenca de terminais nervosos proximos as céluias endoteliais {Figura
3).



Figura 3: Micrografias eletrénicas de tecido trabecular em corpo cavernoso de macaco (*green monkey ). .1 dois terminais
axdnicos (setas) proximos & uma ¢élula endotelinl. B pequeno terminal nervoso adiacenie 2 uma céluia endotelial. O
axonio estd “exposto” ¢ ndo revestido por uma celula de Schwann ou [dmina basal. O terminal contém vesiculas claras ¢
uma vesicula granular grande. A fenda entre o axdnio e a cétula endotelial € estreita e preenchida por ldmina basal (L) do
endotélio sinuséide (Schmalbruch & Wagner. 1989).

O NO e outros vasodilatadores que atuam por liberagdo de NO (nitroglicerina,
nitroprussiato de sddio, S-nitroso-N-acetilpenicilamina e linsidomina) estimuiam a guanilato
ciclase soluvel, levando ac aumento dos niveis de GMPc (Heaton et af., 1990; Ignarro et af.,
1990a; Holmquist et al., 1991; Bush ef al, 1992a; Bush et al., 1992b; Holmquist et af,
1992a; Kirkeby et al., 1993). O efeito relaxante da estimulagao elétrica pode ser aumentado
pela inibicdo seletiva da GMPc fosfodiesterase (lgnarro ef al., 1990a; Bush ef al., 1992a;
Bush ef al., 1992b; Holmquist ef af., 1993), demonsirando que o NO liberado de fontes

neuronais atua por estimulagdo da guanitato ciclase soluvel.
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4.2. Isoformas de Oxido Nitrico Sintases

O NO é produzido por acdo das oxido nitrico sintases (NOS), as quais catalizam a
conversdo de L-arginina em NO e L-citrulina, em quantidades equimolares (lyengar et al.,
1987; Stuehr & Griffith, 1992, Marletta, 1993; Knowles & Moncada, 1994). S&o conhecidas
duas categorias de NOS: (a) enzimas constifutivas, reguiadas por ions calcio e calmodulina
e, (b) enzimas induzidas, ligadas a calmodulina, porém, independentes de calcio (Tabela 1).
Ambos os tipos consistem de um grupo heme e um dominio de flavinas ligados por um
polipeptidec que serve como sitio ligante para a calmodulina (Gerber & Montellano, 1995).

Na analise de fragbes subcelulares de células endoteliais em cultura, verificou-se que
95% da atividade enzimatica da NOS estava diretamente correlacionada a fragéo particulada
da enzima (fragao ligada a membrana), contra apenas 5% de atividade na fragdo citosdlica
(Forstermann ef al., 1991a). Para sua atividade, a NOS endotelial reguer calcio/calmodulina,
NADPH e 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH.) (Férstermann et al., 1991b).

No sistema nervoso central (SNC), a estimulagido de receptores N-metii-D-aspartato
(NMDA) leva & producéo calcio-dependente de NO (ou algum composto nitrosilado) que, por
sua vez, estimula a guanilato ciclase do tecido cerebral. Estudos subseqlentes revelaram
que a fragdo citosdlica do cérebro contém uma enzima que produz NO a partir de L-arginina
(Knowles ef al., 1989; Schmidt ef a/., 1989). A presenca de uma via de transducio de sinais
envolvendo NO no SNC levou ao estudo da enzima-chave neste evento, a NOS neuronal. A
enzima presente em células de neuroblastoma N1E-115 foi localizada exclusivamente no
citosol (Gorsky et al,, 1989), utilizava L-arginina como substrato e requeria NADPH como
cofator, além de ser regulada por calcio e calmoduiina (Forstermann et al., 1990a).

A NOS derivada do endotélio € primariamente ligada 4 membrana, enquanto que a
NOS derivada de neurdnios é primariamente citosolica ou soluvet (Bredt & Snyder, 1989;
Pollock et al., 1991). A isoforma constitutiva de NOS estd ausente em células musculares.
Em vista disso, acredita-se que a isoforma constitutiva de NOS em corpo cavernoso esta
primariamente distribuida em tecido neuronal, provavelmente nos neurdnios NANC que
tnervam o corpo cavernoso. Esta NOS é dependente de NADPH, célcio, calmodulina, sendo
a atividade enzimatica maior na presenca de BH4 (Bush ef al., 1992¢).

A NOS demonstrada em corpo cavernoso de rato e de coelho exibe grande atividade

em virtude de sua capacidade de converter [°H]arginina em [*Hcitrutina (Burnett et af., 1992;
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Bush et al., 1992c). Em corpo cavernoso de coelho, a isoforma de NOS é constitutiva e
citosélica (Bush et al, 1992c} como aquela encontrada em neurdnios cerebrais
{Forstermann ef al., 1891c). Esta NOS citosolica presente em corpo cavernoso justifica o
fato de que a estimulacdo neuronal NANC de corpo cavernoso causa relaxamento do
musculo fiso por mecanismos atribuidos a via L-arginina/NO/GMPc (Ignarro et a/., 1990a;
Ignarro ef al., 1990b; Bush ef al., 1992c; Rajfer ef al., 1992).

Tabela 1: Isoformas de oxido nitrico sintases

Isoferma Outro nome Fracio celular Regulacio M (kDa) Localizacio

NOS' bNOS Solavel Ca”"/calmodulina 155 Neurdnios periféricos
e centrats, 1lhotas

pancreaticas,etc.

NOS 11 INOS Solavel Expressao 125 Macrofagos,
induzida por hepatdcitos, misculo
citocinas e liso, etc.
endotoxina

NOS I eNOS Particulada  Ca®/calmodulina 135 Células endoteliats,

células epiteliais

renais

5. Neuropeptideos

Foi demonstrada a ocorréncia de varios peptideos em nervos do musculo liso do
COrpo cavernoso € em vasos penianos de humanos e de varios animais (Lincoln ef af., 1991;
Andersson, 1993; Dail, 1993, de Groat & Booth, 1993). Isto levou a especulacdes sobre suas
fungdes como transmissores excitatorios ou  inibitdrios efou  moduladores da
neurotransmissao.

(1) Endotelinas: A endotelina 1 (ET-1, Yanagisawa ef al, 1988) possui um efeito
vasoconstritor potente e duradouro e pode ser um dos fatores que contribuem para a
manutencdo da flacidez do pénis. Em corpo cavernoso de coelho, as contracdes
induzidas por ET-1 s@o atenuadas pela nimodipina (Holmquist ef al, 1990a). Tais

contracbes sdo reduzidas, mas n&o abolidas, em meio desprovido de Ca®. Em corpo
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cavernoso de coelho, o componente contréatil observado na auséncia de Ca*" & abolido
por inibidores de proteina quinase C (PKC), o que sugere a hidrolise de fosfoinositideos
(Holmquist ef al., 1992b}. Devido as ETs ndo serem estocadas em granuios (Nakamura ef
al., 18%0), a liberacdo de ETs deve ser preferencialmenie regulada peia sua sintese do
que por mecanismos de secrecdo. Altas concentracdes de ETs podem ser alcangadas
jocalmente e, desta forma, podem contribuir para um fonus sustentado do musculo liso
(Saenz de Tejada et al, 1991b), ou seja, pode ser importante para os mecanismos de
detumescéncia e fiacidez. Por outro lado, foi recentemente demonstrado que a ET-3
apresenta acéo dilatadora da vasculatura peniana em ratos provaveimente mediada pela
ativagdo de receptores ETg, levando a liberacéo local de NO (Ari et al., 1996), sugerindo
um papel na manutencao da erecao peniana.

(2) Neuropeptideo Y: O neuropeptideo Y (NPY) esta localizado juntamente com a NA em
neurbnios pés-gangiionares adrenérgicos e, combinado a NA, participa na resposta
vasoconstritora de muitos vasos sanguineos (Grundemar & Hakansson, 1993; Wahlestedt
& Reis, 1993). O NPY ndo produz efeitos em corpo cavernoso ou em segmentos de
artéria cavernosa (Hedlund & Andersson, 1985b). Também n&o se observou qualquer
sinergismo do NPY e NA em corpo cavernoso de coetho (Yajima et a/., 1992).

(3) Polipeptideo intestinal vasoativo (VIP): Diversos estudos imunohistoquimicos
demonstram a presenca do VIP em nervos autondmicos de corpo cavernoso humano
(Polak et al., 1981; Gu ef al., 1983; Willis ef af., 1983, Steers et a/.,, 1984: Lincoln ef al.,
1987, Lincoln ef al., 1991; Kirkeby ef al., 1992). A densidade de nervos que contém VIP
excede a de nervos adrenérgicos (Gu ef al.,, 1983). Em corpo cavernoso humano, o VIP
possui um efeito relaxante e inibitdrio pronunciado sobre atividade contrétil espontanea
(miogénica) e sobre contragbes induzidas por estimulo elétrico (Larsen et al., 1981;
Andersson et al., 1983; Willis et a/., 1983; Steers et af, 1984; Hedlund & Andersson,
1985b; Adaikan ef af., 1986; Hedlund ef al., 1984a; Hedlund et ai., 1994b); porém possui
uma atividade relativamente menor sobre as contragdes induzidas por NA (Willis et &/,
1981, Steers ef al., 1984, Hedlund & Andersson, 1985b; Kirkeby et a/., 1992; Pickard et
al., 1993, Hedlund et a/, 1884a; Hedlund ef al, 1994b). A incapacidade do VIP em
promover eregac em voluntarios sadios (Wagner & Gerstenberg, 1987) e em individuos

impotentes (Adaikan ef al.,, 1986; Kiely ef al., 1989; Roy ef a/., 1990) juntamente com a



15
demonstracéo dos efeitos do NO em tecidos eréteis, indica que o VIP provavelmente nao
é o principal mediador NANC da ere¢éo peniana.

(4) Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP): Nervos do corpo cavernoso de
varias espécies, tais como rato (Lamano Carvalho et al., 1986), cdo (Stief ef a/, 1990),
macaco (Stief ef af., 1993) € homem (Stief ef a/., 1991) apresentam imunorreatividade ao
CGRP. O CGRP é conhecido por ser um potente vasodilatador numa variedade de vasos
sanglineos humanos, onde acredita-se que induza um relaxamento dependente do
endotélio (Crossman et al., 1987). Este peptideo também é capaz de relaxar artéria
peniana bovina, principalmente por atuar diretamente no musculo liso (Alaranta ef al.,
1991).

(5) Substéancia P (SP): A presenca de nervos contendo SP em corpo cavernoso & bastante
esparsa (Andersson ef al, 1983, Gu et al, 1983; Lincoln ef al, 1991), e testes de
imunorreatividade a SP mostram que estas fibras nervosas estdo localizadas
principatimente abaixo do epitélio da glande peniana (Gu et a/., 1983). Em segmentos de
corpo cavernoso humano contraidos por NA, a SP produz relaxamento moderado e
transitdrio (Andersson ef al, 1983). Os relaxamentos evocados por SP sdo
potencializados pela indometacina, reduzidos pelo CHAPS (o qual destrdi o endotélio) e
bloqueados por inibidores da sintese de NO, tais como o L-NMMA (Azadzoi ef af., 1992).
No céo anestesiado, a SP produz vasodilatagéo (Andersson ef al., 1984). Esta agao, em
conjunto com o relaxamento cbservado em corpo cavernoso humano, pode ser explicada
pelo fato da SP liberar NO do endotélio. Entretanto, SP contrai o musculo retrator do
pénis bovino (Klinge & Sjostrand, 1974) e, em segmentos de corpo cavernoso humano,

observa-se efeitos contrateis sob tenséo basal.

6. Canais de Potassio ¢ Relaxamento de Corpo Cavernoso

Os vasos sanguineos exibem graus variaveis de tfonus o qual resiste a distenséo
devida ao fluxe sanglineo e permite a regulacdo do suprimento de sangue a regibes
especificas. Mudancas de fonus n&o afetam somente o fluxo sangtineo local, mas também

alteram a presséo sistémica geral.
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Recentemente, tem sido estudada intensamente a fungéo dos canais de potassio (K')
na moduiacédo do fonus vascular, No coragdo (Nobie, 1984), sistema nervoso central (North,
1989) e em musculo tiso (Bllbring & Tomita, 1987), a abertura de canais de K’ direciona o
potencial de membrana para valores mais negatives, levando a célula para uma condicdo na
qual a mesma torna-se menos excitavel.

Devido ao musculo liso do corpo cavernoso conter varios tipos de canais de K,
espera-se gue drogas que interfiram com estes canais possam afetar o relaxamento e a
contrag&o neste tecido. Agonistas de canais de K' como o pinacidil, nicorandil e
cromacalina, relaxam varios tipos de células musculares lisas por abertura de canais de K
permedveis ao “°Rb’. Isto, por sua vez, hiperpolariza as céluas e previne a abertura de
canais de Ca®* voltagem-dependentes (Weston & Abbott, 1987; Cook, 1988: Hamilton &
Weston, 1989; Quast & Caok, 1989; Robertson & Steinberg, 1990; Anderssan, 1992).

O pinacidil, um derivado da cianoguanidina, abole a atividade contratil espontanea de
corpa cavernoso humano isolado, relaxa preparacdes contraidas por NA e inibe contracées
induzidas por estimulacao elétrica dos nervos. O pinacidil também deprime as contracdes
induzidas por baixas concentracbes de K' e aumenta o effuxo de *Rb* (Holmquist et al.,
1990b). Em corpa cavernoso isolado de coelho, a cromacalina, um derivada do benzapireno
(mistura de 2 formas enantioméricas designadas BRL 38226 ¢ BRL 38227) é de 3 a 4 vezes
mais potente como agente relaxante do que o pinacidil (Holmquist et al, 1990b). O
nicorandil, que além de ser um agonista de canais de K também atua como doador de NO,
& um derivado das nicotinamidas e produz o relaxamento de preparagbes de corpo

cavernoso humano e de artéria cavernosa (Hedlund ef al., 1994c¢).
7. Veneno de Escorpides

Toxinas provenientes de venenos de escorpibes sdo proteinas que mimetizam os
efeitos de estimulac@o nervosa (Moss et al, 1974a; Moss ef al., 1974 b) e sdo bastante
utilizadas como ferramentas no estudo de mecanismos referentes aos canais de sodio
(Jaimovich et al., 1982; Nagy, 1988; Vassilevet ef al., 1988) e de potassio (Blaustein et af.,
1991; Rogowski ef al., 1994; Vatanpour & Harvey, 1995). Tais toxinas possuem um valor
inestimavel na neurobiologia, sendo instrumentos valiosos no esclarecimento de fendbmenos

farmacologicos e fisiopatologicos. O conhecimento do modo e mecanismo de acdo destas
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toxinas vem evoiuindo consideravelmente nas ultimas décadas. Isto € devido, por um lado,

ao seu isolamento em estado de pureza e conhecimento de sua estrutura quimica e; de
outro, ac emprego de métodos de investigacdo néo disponiveis ou pouco divulgados no

passado.

7.1. Morfologia Externa dos Escorpides

Os escorpides, ou lacraus, tém o corpo dividido em cefalotérax, mesosoma e cauda,
sendo que esta Ultima apresenta um ferréo que se comunica com o telson ou vesicula, pelo
qual é inoculado o veneno. Possuem também quatro pares de pernas, um par de pedipalpos

e um par de queliceras (Figura 4).

quelicera
pedipaipo -

"~ 7 tergitos = tronco
{mesosoma)

] TR
.45 segm.
f  eaudais

= metasoma = cauda

_ ferrao

O 7

N —f e vesicula (telson)

ASPECTO DORSAL

Figura 4: Morfologia externa do escorpifio (Manual de vigilancia epidemiolégica, Inst. Butantan, pag. 32: 1993).

Os escorpides perigosos no Brasil estdo representados pelo género Tityus que € o
mais rico em espécies, correspondendo a cerca de 60% da fauna escorpidnica neotropical.
As espécies Tityus serrufatus e Tityus bahiensis s&o as causadoras do maior nimero de

acidentes (Tabela 2). S80 ativos a noite e abrigam-se durante o dia em lugares escuros. O
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habitat & varidvel, estendendo-se desde ambientes umidos sob cascas de arvores podres e
camadas de folhas junto ao solo, até entulhos e madeiras empilhadas junto aos domicilios e
nas varzeas dos corregos. Quando molestados, picam com o ferréo localizado na ponta da
cauda; sao comuns acidentes ac vestir roupas ou cal¢ar sapatos, onde os escorpides podem

estar escondidos.

Tahela 2: Caracteristicas dos escorpides perigosos da Brasil

ESCCORPIAO NOME CIENTIFICO NOME POPULAR | TAMANHO | CARACTERISTICAS GERAIS

L Ee Tityus bahiensis escorpido marrom 6a7cm marrcm escuro, patas

. Rz manchadas, pedipalpos com
mancha escura no fémur e na
tibia

Tityus serrulatus escorpido amarelo 6a7cm tronco marrom escuro,
pedipalpos, pata e cauda
amarelas; no dltimo segmento
da cauda, lado ventral, uma
mancha escura; cauda
serrilhada no lado dorsal

1.2. Tityus serrulatus

Tityus serrulatus (Lutz & Mello, 1922) é conhecido como o escorpiao mais perigoso do
Brasil (Figura 5), devido a alta toxicidade de seu veneno e a vasta disseminagio da espécie
nos centros urbanos da regido sudeste, sendo responsavel por varios acidentes anualmente
(Nishikawa, 1994). Geralmente, a maioria dos pacientes picados pelo escorpi&o apresenia
apenas dor e parestesia no local da picada. A percentagem de ocorréncia de
envenenamento severg € baixa, em torno de 4.3%. Em tais condicBes, apds a picada
observa-se varias manifestacées tais como dor, agitacdo, vomitos profusos, taquicardia,
alteragbes pupilares, sialorréia, taquipnéia, salivagio, disturbios da pressdo arterial,
tremores, (Maurano, 1915; Magalh&es, 1839, Freire-Maia, 1974, Bucaretchi ef al, 1995).
Adicionalmente, outra manifestacdo clinica decorrente do envenenamento severo ¢ ©
priapismo, o qual corresponde a uma erecdo bastante prolongada e dolorosa (Freire-Maia &
Campos, 1989). Entretanto, a incidéncia de priapismo em pacientes picados pelo escorpido

Tityus serrufatus € muito baixa. Por outro lado, em vérios acidentes envolvendo
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envenenamento severo decorrente da picada de escorpibes em outros paises, houve

incidéncia bastante alta quanto ao desenvolvimento do priapismo, como por exemplio na
india (Buthus tamulus; Bawaskar, 1982) e em lIsrael (Buthus quinquestriatus; Amitai et al,,
1984 e Leiurus quinquestriatus, Hershkovich ef al., 1985).

Recentemente, foi relatado um acidente envolvendo um paciente de 58 anos de idade
picado pelo escorpido Tifyus serrufatus no pénis (Nishioka ef a/, 1993). O blogueio da
conducao nervosa pelos nervos dorsais do pénis com lidocaina, levou ao alivio imediato da

dor. Neste caso, também néo se observou o desenvolvimento de priapismo.

Figura 3: Escorpifio amarelo (Tifyus serrularus).
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7.3. Efeitos Farmacolégicos Induzidos pelo Veneno de Tityus serrulatus

7.3.1. Sistema cardiovascular

Em coragdo isolado de cobaia, ¢ venenc bruto de Tifyus serrufatus produz bradicardia
de curta duracdo seguido por aumento na forca e freqiéncia cardiacas. Ambos os efeitos
sdo indiretos e relacionados a liberacdo de acetilcolina e noradrenalina, respectivamente
(Corrado et al, 1968). A liberacdo de noradrenalina no atrio isolado de cobaio &
demonstrada diretamente usando-se uma toxina extraida do veneno de Tityus serrulatus
(Langer et af., 1975).

A injecao da fracéo purificada do veneno, T1, no coragdo isolade de cobaio induz
efeitos inotrépicos e cronotropicos positivos. A injecdo do veneno de Tityus serrufatus ou
doses 10 vezes menores da toxina purificada Ts-y no coragdo de cobaio isolado induz
efeitos complexos os quais sao divididos em 3 fases: uma fase inicial (taquicardia ou
bradicardia) associada com um aumentc na forga contrati; uma fase intermedidria
(oscilagCes da frequiéncia cardiaca, forga contratil e fluxo coronariano); e uma terceira fase
(taquicardia). A bradicardia e as oscilacdes no ritmo contratil sdo de natureza colinérgica,
enquanto que a taquicardia € o aumento na forga de contracédoe sé&o de natureza adrenérgica
{Silveira et al., 1991).

De acordo com Magalhdes (1938), a administragdo intravenosa do veneno de Tifyus
serrulatus em ces anestesiados induz hipertenséo arterial devido & acdo do veneno sobre a
medula. Entretanto, a hipertensdo evocada pelo veneno ndo & prevenida pelo blogueio
ganglionar, mas sim por antagonistas «-adrenérgicas. Portanto, a hipertenséo nao & devido
a um efeito centrai do veneno, e sim, a um efeito periférico, através da estimulagéo de
adrenoceptores o (Ramos & Corrado, 1954; Freire-Maia & Ferreira, 1961).

A hipertens@o induzida em ratos anestesiados ndo é prevenida pelo hexametdnio,
porém & diminuida pela reserpina, guanetidina ou fenoxibenzamina. Além disso, a
hipertensao € prevenida pela guanetidina em animais adrenalectomizados, indicande que a
hipertens@o observada é produto da liberagdo de catecolaminas das glandulas adrenais e
de terminais nervosos pos-ganglionares (Freire-Maia & Diniz, 1970; Freire-Maia ef af,

1974). A hipertenséo induzida pelo veneno bruto de Tityus serrulatus em cées é explicada
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pelas suas acdes em fibras pds-ganglionares simpéticas (Ramos & Corrade, 1954, Freire-
Maia & Ferreira, 1961; Corrado ef al., 1974). Baseando-se nestes dados, pode-se postular
que o efeito hipertensivo do veneno ¢é devido & liberagdo de catecolaminas das glandutas
adrenais e de terminais nervosos pas-ganglionares, com subseqiente ativacdo de

receptores a-adrenérgicos (Freire-Maia & Diniz, 1970; Freire-Maia et al., 1974).

7.3.2. Sistema respiratério e neuromuscular

Segundo Magaihaes (1938), a administragdo do veneno de Tityus serrulatus em cées
produz compiexas arritmias respiratdrias como taquipnéia, hiperpnéia e paralisia
respiratoria, explicadas pelas a¢des do veneno sobre o sistema nervoso central.

A toxina T1 purificada do veneno de Tityus serrulatus produz tanto a estimulagao
quanto a paralisia dos movimentos respiratorios em ratos, dependendo da dose (Freire-Maia
& Diniz, 1970; Freire-Maia et al., 1973; Freire-Maia et al, 1976a). A ataxia e respira¢do
periddica induzidas pela toxina sdo prevenidas pela secgdo bilateral dos nervos vagos e
desnervacdo dos corpos carotideos. A apnéia observada em ratos intactos apos a injecdo da
toxina & de longa duracdc em comparacac com a observada em animais desnervados. Além
disso, a anestesia local dos nervos vagos com fidocaina abole a apnéia induzida pela toxina.
Assim, a hipétese & de que as arritmias respiratdrias produzidas pela toxina do veneno no
rato séo principalmente decorrentes da estimulacdo de fibras aferentes viscerais, sendo,
portanto, de natureza reflexa (Freire-Maia et al., 1973; Freire-Maia ef af., 1976a).

0O veneno de Tityus serrufatus induz a liberagdo de uma substaéncia semelhante a
acetilcolina do diafragma de rato inervado, mas nfo do desnervado. A liberagdo desta
substancia pode ser responsavel pelas contragbes observadas apds a injecdo do veneno
(Vital Brazil et af., 1973). Estudos eletrofisioldgicos com tityustoxina sobre a preparacao
nervo frénico-diafragma de rato indica que a toxina induz um aumento na permeabilidade ao
Na’ o que pode explicar a despolarizacio das membranas pré e pos-sinapticas (Warnick et
al., 1976). Estes dados indicam que o venenc de Tityus serrulatus apresenta acdes pré e

pés-sindpticas a nivel de jungac neuromuscular.
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7.3.3. Edema pulmonar

A injecdo intravenosa deste veneno em ratos induz edema puimonar agudo (Rossi ef
al., 1974). O blogueio ganglionar com hexametdnio ou o blogueio f-adrenérgico com
propranclol ndo maodifica significantemente a magnitude do edema pulmonar induzido pela
toxina T1, porém o bloqueio a-adrenérgico com fenoxibenzamina previne o edema (Freire-
Maia ef af., 1978).

Recentemente, demonstrou-se que fatores cardiogénicos e ndo-cardiogénicos estio
envolvidos na patogénese do edema pulmonar agudo apds a picada do escorpido Tityus
serrufatus em criangas (Amaral ef al., 1993). Experimentos em ratos indicam que um dos
fatores ndo-cardiogénicos relacionados com o aumento da permeabilidade vascular no
pulm&o é o fator ativador de plaquetas ou PAF (Freire-Maia & de Matos, 1993).

7.3.4. Sistema gastrintestinal

Apds a administracéo da fragcéo T1 ou da toxina Ts-y em ratos, ocorre o aparecimento
de injurias gastricas agudas na mucosa glandular, consistindo de dlceras lineares e
circulares, e lesdes puntiformes (Cunha-Melo et al., 1991). Em animais injetados com as
toxinas ha um aumento no volume, acidez e secrecdo de pepsina do estdmago, explicados
pela liberacdo de acetilcolina e histamina (Gonzaga et af., 1979, Cunha-Melo et al., 1983;
Cunha-Melo ef al., 1987, Cunha-Melo et al, 1991). Portanto, a injecdo das toxinas do
veneno deste escorpido em ratos anestesiados € um bom modelo para indug&o de secregdo
acida e Ulceras gastricas em curto periodo de tempo.

A administracdo intravenosa da fracdo T1 em ratos anestesiados induz um aumento
pronunciado do fluxo, no contetido proteico e nas atividades de calicreina e amilase do suco
pancreatico. A vagotomia bilateral subdiafragmatica ndo previne a secre¢do pancredtica
induzida pela toxina, mas o tratamento dos ratos com atropina inibe esta secregdo. E
provavel, portanto, que a secrecdo pancreatica induzida pela toxina seja devida & agdo da
acetilcolina liberada de fibras nervosas poés-ganglionares em receptores muscarinicos
(Novaes et al., 1982).

A contracdoe do ileo de cobaia induzida pelo veneno de Tityus serrulatus ¢ prevenida

pela cocaina ou atropina (Diniz & Gongalves, 1960). Além disso, a incubacéo de segmentos
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de ileo com o veneno libera uma substancia semelhante a acetiicolina (Diniz & Torres,
1968), concluindo-se que a contragédo do ilec de cobaia evocada peto veneno € indireta.
Entretanto, a atropina ndo previne completamente a contraggo induzida pelo veneno no ileo
de rato ou de cobaia {Cunha-Melo ef al., 1973, Freire-Maia et al., 1976a). A fisostigmina
potencializa as contra¢des induzidas pelo veneno e a liberag&o da substancia semelhante a
acetiicolina ocorre apés estimulacdo de canais de Na’, pois a liberagdo é bloqueada pela
tetrodotoxina (Freire-Maia et al., 1976b; Freire-Maia ef al., 1976¢).

O veneno de Tityus serrufatus causa relaxamento de duodeno de rato, sendo tal efeito
devido & liberacéo de catecolaminas dos terminais nervosos presentes no intestino, com
subsequente estimulacdo de adrenoceptores a € f§ (Freire-Maia et al., 1976b; Freire-Maia et
al., 1976c¢). Portanto, experimentos realizados pelo grupo de Freire-Maia demonstraram que
a contracéo elou relaxamento do musculo liso intestinal induzido pelo veneno de Tityus
serrulatus esta relacionada a liberagdo de mediadores quimicos como acetilcolina e

catecolaminas.
7.4. Mecanismo de Ac¢do de Toxinas de Escorpides em Nivel Molecular

Muitos investigadores ja demonstraram que as toxinas de escorpido s&o proteinas de
baixo peso molecular (em torno de 7000 Da) e compostas de uma cadeia de polipeptideo
cruzada e ligada por 4 pontes de dissulfeto (Rochat et al., 1979). _

E provavel que a maioria dos efeitos das toxinas seja devida a agbes diversas em
canais de Na" (Catterali, 1980; Couraud & Jover, 1984). Ja foram descritos 5 grupos de
neurotoxinas que atuam em diferentes sitios receptores no canal de Na“ (Tabela 3).

Os compostos guanidinos heterociclicos tetrodotoxina e a saxitoxina ligam-se ao sitio
receptor |. Estas toxinas inibem o transporte idnico pelo canal de Na*, por se ligarem a um
sitio receptor comum, o qual acredita-se estar localizado proximo a face extracelular do
canal (Narahashi, 1974; Hille, 1975; Ritchie & Rogart, 1977; Catterall, 1980).

As toxinas [lipossolaveis veratridina, batrachotoxina, aconitina e graianotoxina ligam-
se ao sitio receptor il (Ulbricht, 1969; Albuquerque ef al.,, 1871; Narahashi, 1974; Catterall,
1980). Tais toxinas causam persistente ativacido dos canais de Na" durante o potencial de
membrana em repouso devido ao bloqueio da fase de inativagdo do canal de Na®, levando

ao retardamento do retorno do potencial de membrana necessario para ativacdo destes
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canais. Estes efeitos resultam da ligacdo preferencial das toxinas com alta afinidade pelo
estado ativado dos canais de Na*, com conseqliente estabilizacdo destes canais (Catterall,
1977; Catterall, 1980). As neurotoxinas que atuam no sitio receptor |l tambem alteram a
seletividade idnica do canal de Na" {Caiterall, 1980). Portanto, € provavel que este sitio
esteja localizado em uma regido do canal que esteja envolvida na inativacac e ativagéo
voltagem-dependente além de estar ligada atostericamente ao poro transmembranico do
canal.

Toxinas de anémona e certas toxinas de escorpido ligam-se ao sitio receptor |l
(Catterall, 1980, Strichartz et al., 1987). Estas toxinas retardam ou blogueiam a inativagdo do
canal de Na” (Narahashi, 1874; Bergman ef al., 1976; Catterall, 1980; Strichartz ef a/., 1987).
Acredita-se que o sitio receptor Il esteja localizado em uma regido do canal de Na’ que
sofre mudanca conformacional durante a ativacéo do canal, levando a reduzida afinidade
pela toxina de escorpido. E provavel que toxinas de escorpido e de anémona liguem-se a
estruturas sensiveis & voltagem envolvidas na ativagio dos canais de Na', retardando ou
bloqueando o acoplamento da fase de ativac&o do canal a de inativacao.

De acordo com Couraud ef af. (1982), as toxinas purificadas de escorpides originarios
da Africa ou Asia (Androctonus australis, Leiurus quinquestriatus e Buthus occitanus) sao
denominadas a-toxinas e ligam-se ac receptor do sitio lll, enquanto que toxinas purificadas
de escorpides norte-americanos (Centruroides sculpturatus) s&o denominadas B-toxinas e
ligam-se a um sitio receptor diferente no canal de Na" (sitio IV}, Estas toxinas conduzem a
voltagem-dependéncia para ativagdo dos canais de Na' para potenciais de membrana mais
negativos sem modificar a inativacdo do canal (Cahalan, 1975; Strichartz ef al., 1987). Além
disso, tais toxinas ndo alteram a ligagdo de neurotoxinas ao sitio lll e, estas, por sua vez,
também nao interferem com a ligacdo destas B-toxinas aos canais de Na'. As toxinas
purificadas do escorpido sul-americano Tityus serrulatus apresentam diferentes sitios
ligantes no canal de Na’'. Assim, a tityustoxina (Gomes & Diniz, 1966) se liga ao sitio
receptor Ill, sendo portanto uma a-toxina, enquanto que a Tstx-l (Toledo & Neves, 1976),
também conhecida por y-toxina (Possani et al.,, 1977) e T, VIl (Sampaio et af., 1983), ligam-
se ao mesmo sitio receptor do Centruroides, sendo portanto uma p-toxina (Jover et al., 1980C;
Couraud ef al., 1982; Barharin et al., 1982).
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As brevetoxinas e ciguatoxinas, toxinas poliéter lipossoliveis, ligam-se ao sitio

receptor V (Catterall & Gainer, 1985, Lombet ef al, 1987). Estas toxinas causam
despolarizacbes repetitivas dos nervos, interfferem com a voltagem-dependéncia para
ativagdo dos canais de Na" e blogueiam a inativacdo (Huang et a/., 1984; Benoit ef al,

1986). Foi demonstrado que as ciguatoxinas inibem a ligacdo das brevetoxinas nestes sitios
(Lombet et al., 1987).

" sitio

Toxina

Tabela 3: Sitios reccptores para neurotoxinas no canal de Na*

Efeito

Tetrodotoxina
Saxitoxina

u-Conotoxinas

Inibicdo da condutancia ibnica

i

Veratridina
Batrachotoxina
Aconitina

Graianotoxina

Ativacio persistente

a-Toxinas de escorpido

Toxinas de anémona

Inibicdo da inativagdo; prolonga ativacéo persistente

v

B-Toxinas de escorpi&o

Modificam voltagem-dependéncia de ativacao

Brevetoxinas

Ciguatoxinas

Despolarizagbes repetitivas; modificam voltagem-depen-

déncia de ativagdo.

Catterall, 1980
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Diante do exposto, os objetivos deste trabalho s&o:

i. Comprovar a participagdo do oxido nitrico na resposta refaxante de corpo cavernoso de
coelho evocada pelo veneno de Tityus serrufatus,

ii. Comparar os relaxamentos de corpo cavernoso de coelho induzidos pelo veneno de
Tityus serrulatus com agueles evocados pelo veneno de Phoneutria nigriventer (Lopes-
Martins et a/., 1994) nesta mesma preparacao,

iii. Investigar o envoivimento de canais de K' nos relaxamentos de corpo cavernoso de
coelho induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus;

iv. identificar a fonte de liberacdo de NO apds o estimuio do veneno (origem endotelial ou
terminagdes NANC);

v. Investigar o envolvimento de neurocininas nos relaxamentos induzidos pelo veneno de
Tityus serrufatus e os efeitos de substdncias capazes de ativar ou inibir a
neurotransmissdo NANC em corpo cavernoso de coelho;

vi. Investigar os mecanismos de transducéo de sinal intracelulares decorrentes do efeito
relaxante de corpo cavernosc de coelho induzido pelo veneno de Tityus serrufatus;

vii. Promover o fracionamento do veneno bruto de Tityus serrulatus e investigar os efeitos

farmacolégicos das toxinas obtidas em corpo cavernoso de coelho.



MATERIAL E METODOS
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1. Superfusao de Corpo Cavernoso Isolado em Cascata

Foram utilizados coelhos machos New Zealand adultos (2-3 kg). Apés anestesia com
pentobarbital sodico (Sagatal, 40 mg/kg i.v.), os animais foram exsanglinados e o peénis
retirado na regido de insergéo da crura e imediatamente colocado em solugéo de Krebs. Em
seguida, o tecido cavernoso foi dissecado, apés remogéo dos tecidos conectivos e da tunica
albuginea. Cada pénis forneceu apenas um segmento de corpo cavernoso dissecado (2-3
cm). ‘

Os segmentos de corpo cavernoso isolados foram mantidos em solugao nutritiva de
Krebs-Ringer até o momento do experimento, o que ndo excedeu uma hora apos a remogao
dos mesmos. Os tecidos foram montados em cascata (Vane, 1964) sob tensdoc de 25 g e
superfundidos com solugio de Krebs-Ringer aquecida a 37°C e aerada com 95% de O, e 5%
de CO, (Figura 6). Os tecidos foram ligados a alavancas auxotdnicas conectadas a
transdutores isotonicos (Harvard) para musculo liso. As respostas foram registradas em um
poligrafo de 6 canais (Watanabe, WR 3101). Apos estabilizacdo dos tecidos (20 min), os
mesmos foram continuamente infundidos (0.1 mi/min) com indometacina (5.6 uM) com o
objetivo de inibir a produg¢io enddgena de prostaglandinas. O fonus dos tecidos foi induzido
por infusdo continua (0.1 mi/min) de noradrenalina (3.0 uM). A sensibilidade dos
transdutores foi entdo ajustada para produzir relaxamentos de magnitudes similares,
usando-se ¢ giliceriltrinitrato (GTN) como padr&o. A acetilcolina foi utilizada como controle
para teste da integridade endotelial do tecido cavernoso. Os agonistas foram adminijstrados
sob a forma de bolus (10-100 ul). Os antagonistas e inibidores foram administrados por
infusdo continua (0.1 ml/min) por aproximadamente 20 minutos antes de administrar os
agentes em estudo.

A composicdo da solugdo de Krebs utilizada foi (em mM): NaCi, 118, NaHCO;, 25,
glicose, 5.6; KCI, 4.7, KH,PQO,, 1.2, MgS0,.7H;0, 1.17 e CaCl,.2H,0, 2.5.
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Figura 6: Superfusiio de musculo liso em cascata.

2. Efeito do L-NAME, D-NAME e TRIM Sobre a Atividade da Oxido Nitrico Sintase

Cerebelar

A acdo in vitro do L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil éster), D-NAME e TRIM (1-(2-
trifluorometilfenil)imidazol) foi estudada na preparacdo de homogenato de cerebelo de
coelho pela capacidade destes compostos inibirem a convers&o de [PH]L-arginina em [*H]L-
citrulina, como descrito por Férstermann et a/. (1990b). Os coelhos foram anestesiados com
Sagatal (40 mg/kg, i.v.) e os cerebelos foram rapidamente removidos e homogenizados em
tamp&o de incubagéo resfriado (50 mM tampé&o Tris-HCI, pH 7.4), contendo 1 mM de PMSF
e 1 mM de L-citrulina. Os homogenatos foram incubados por 30 minutos na presenca de 1
mM de NADPH, 2 mM de CaCl; e 10 mM de L-arginina, contendo 100,000 dpm de [2,3,4,5-
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*H]Monohidrocloridrato de L-arginina & temperatura ambiente (25-27°C). Os inibidores da
NOS, L-NAME, D-NAME ou TRIM {10 nM-3 mM), foram entdo adicionados aos
homogenatos. O conteudo protéico das amostras foi determinado de acordo com o meéetodao
de Peterson (1977) e a atividade da NOS cerebelar foi expressa como pmol de L-citrulina
produzido/min/mg de proteina.
A reducio na producdo de L-citrulina causada pelos inibidores foi expressa como
percentagem da atividade méxima. A partir das curvas atividade vs. concentragdo, os
valores de pl, (-log da concentracdo molar do inibidor que causa 50% de inibicdo) foram

calculados.
3. Extracao e Cromatografia em CM-Celulose-52 do Veneno de Tityus serrulatus

0 veneno de Tityus serrulatus foi extraida e cromatografado segunde modificagdes do
método descrito por Arantes et a/. (1989), como segue:

Amostra de 400 mg do veneno dessecado de Tityus serrufatus foi suspensa em 2.0 ml
de tamp&o NH,HCO; 0.01 M, pH 7.8 a 0°C. A suspensao foi centrifugada a 12100 x g, por 10
min a 0°C, numa centrifuga Sorvall RC2-B. O sobrenadante foi retirado e o residuo
novamente suspensc em duas porgdes de 1.0 ml de tamp@o gelado e centrifugado apos
cada extracdo. Os sobrenadantes obtidos foram reunidos, a mistura deixada em repouso por
20 min a 0°C e novamente centrifugada a 12100 x g por 10 min. A seguir, foi separado o
sobrenadante para ser aplicado a coluna, sendo que 10 yl do mesmo foram diluidos em 1.0
mi de NH;HCQO3 0.01 M para leitura da absorbancia em 280 nm.

Uma coluna de 2.4 cm X 63.0 cm foi preparada com CM-celulose-52 microgranular da
Whatman. O tratamento da resina foi realizado da seguinte manetira: a resina fol suspensa
em solucdo de NaQOH 0.5 N e apds 5 min, filtrada em funil de placa sinterizada sob pressao
reduzida e exaustivamente lavada com agua destilada ate pH neutro. A seguir, foi suspensa
em HCl 0.5 N por mais 5 min e novamente lavada em agua destilada até pH neutro.
Finalmente, a resina foi lavada com NH,HCGO; 0.01 M, pH 7.8, deaerada e colocada na
coluna.

Apds o empacotamento da coluna, a mesma foi levada para a c&mara fria (5°C) e
lavada com NH,HCO; 0.01 M por uma noite, até equilibrio completo testado por medida de

condutividade. O fluxc foi entdo regulado para aproximadamente 25 mifh. O extrato do
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veneno bruto foi aplicado a ¢oluna e inicialmente eluido com NHHCO; 0.01 M, pH 7.8. A
partir do tubo 150 iniciou-se um gradiente convexo de concentragao de NH,HCO; 0.01 M a
1.00 M.

O sistema utilizado para obtencdo do gradiente continuo de concentragdo consiste de
um kitassato de 500 ml. contendo inicialmente NH,HCO; 0.01 M, conectado & coluna e ao
funil de separagdo contendo o tampéo 1.0 M.

Foram coletadas fragbes de 3.0 ml, suas absorbancias determinadas em 280 nm e
locadas em fungdo do numero das mesmas. As fragbes correspondentes a cada pico de
absorbancia foram reunidas e liofilizadas até compieta remogdo do sal. A auséncia de sais
de amonio em todas as fracGes liofilizadas foi comprovada pelo teste qualitativo de Nessler.

Todas as fragbes (I-XIll) foram testadas em corpo cavernoso de coelho. As doses de
todas as fragBes (exceto fragdes V e VI) foram previamente determinadas pelo calculo do
coeficiente de extingdo (g) de cada fracdo. Este coeficiente apds determinade indica o
contetdo protéico (mg/ml) de determinada amostra em uma dada absorbancia. Geralmente,
¢ apresentado como o valor de absorbancia para determinada fragdo, o qual indica o
conteudo de 1 mg/mt de proteina. Na tabela 4, encontram-se os valores de g, a massa

administrada de cada fragdo, bem como a dose real de cada uma, a qual corresponde ac

conteldo protéico contido em uma solugdo de 1 mg/ml.

Tabela 4: Conteudo protéico das fragGes obtidas do veneno de Titvus serrulatus

Fragao Azg0 nm g massa (pg) ~ contetido protéico (pg)l

i 0.57 286 30 6.6
-1 0.34 1.7 30 8.0
IV 0.09 2.3 30 1.2
Vil 0.50 2.2 30 6.9
Vil 0.90 2.9 30 9.5
IX 3.17 3.9 30 243

X 0.24 1.9 30 3.8

Xl 0.49 3.5 30 4.2
Xil 0.37 37 30 3.0

Xiil 227 46 30 14.9
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4. Calculos Estatisticos

As respostas relaxantes induzidas pelos diversos agonistas foram calculadas
tomando-se como 100% o relaxamento sub-maximo induzido pelo GTN. Os resultados foram
expressos como médias + erro padrdo das médias de relaxamento, calculadas tomando-se
como 100% o relaxamento sub-maximo induzido pelo GTN e avaliados pela andlise de

variancia (ANOVA) seguida pelo teste { de Student pareado, considerando-se p<0.05 como
significante.



RESULTADOS
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Em preparacdo de corpo cavernoso isolado de coelho (RbCC), agonistas tais como
bradicinina (Bk; 0.3-10 nmot), acetilcolina (ACh; 0.3-30 nmol) e gliceriitrinitrato (GTN; 0.5-10
nmol) causam relaxamento de maneira dose-dependente e ndo-taquifilatica (n=12).0 veneno
de Tityus serrulatus (TSV,; 3-100 ug), induz relaxamentos imediatos seguidos de um reforno
lento e, &s vezes, parcial a linha de base (n=12). As respostas induzidas peio veneno

também ocorrem de maneira dose-dependente e ndo-taquifilatica.

1. Envolvimento do NO nos Relaxamentos Induzidos pelo Veneno de Tityus serrulatus

A figura 7 mostra que a infusdo do enantidmero inativo D-NAME (10 uM; n=5) ndo
afetou o tonus basal dos tecidos nem 0s relaxamentos induzidos por ACh (3.5 nmol) e TSV
(30 png). A infusdo subsequente de L-NAME (10 uM; n=6) aumentou de maneira significativa
o tonus dos tecidos e praticamente aboliu 0s relaxamentos induzidos pelo TSV (p<0.01) e
ACh (p<0.01). A infusdo de L-NAME n&o afetou os relaxamentos induzidos pelo GTN (4.5
nmol). A infusdo subsequente de D-arginina (300 uM; n=5) n&o modificou o tonus basal, nem
foi capaz de restaurar os relaxamentos induzidos por ACh e TSV. Entretanto, a infusdo de L-
arginina (300 uM; n=6) reverteu de maneira significativa o fonus aumentado dos tecidos e
restaurou os relaxamentos induzidos pelo TSV (p<0.01) e acetilcolina (p<0.01) (Figura 7).

A infusdo de outro inibidor da sintese de NO, L-NIC (30 pM; n=6), tambem inibiu de
maneira significativa os relaxamentos induzidos por ACh (0.6 nmol; p<0.01) e TSV (100 ug;
p<0.01) sem afetar aqueles induzidos pelo GTN (1.3 nmol). O L-NIO também aumentou
significativamente o fonus das preparagdes (p<0.05). A subseqlente infuséo de L-arginina
(300 uM; n=6) reverteu os efeitos do L-NiO sobre as respostas evocadas por ACh (p<0.01) e
pelo TSV (p<0.01}) (Figura 8).

A infusdo de L-NMMA (10 uM; n=3%) induziu aumento do fonus dos tecidos e reduziu
os relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6 nmol; p<0.05) e TSV (10 pg; p<0.05), sem
afetar aqueles induzidos pele GTN (1.3 nmol}. A infusdo subseqliente de L-arginina (300
uM; n=5) restaurou parcialmente os relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (p<0.05) e
TSV (p<0.05), além de reverter de maneira significativa o tonus aumentado dos tecidos
{Figura 9).
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D-NAME 10 tM L-NAME 10 uM D-Arg 300 iM  L-Arg 300 .M

Al I 1

. - - ™ -
ACh 35 3.5 3.5 35 35 nmol
[ ] » L J [ ] [ ]
TSV 30 30 30 30 30 ug
L ] L ] » [ ] L]

GTN 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 nmol

Figura 7: Efeitos do N”-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10 uM), D-NAME (10 pM), L-arginina (L-Arg, 300 pM)
¢ D-Arg (300 pM) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusdo de L-NAME, mas nfio D-NAME. produziu um
aumento no fonus dos tecidos ¢ inibiu os relaxamentos induzidos por acetilcolina (ACh) ¢ pelo veneno de Tityus serrulatus
(TSV). Os relaxamentos induzidos pelo gliceniitrinitrato (GTN) nfo foram afetados de maneira significante pela infisfo
de L-NAME. A infusfio subseqiiente de L-Arg, mas nfo D-Arg, reverieu parcialmente o torus aumentado dos tecidos ¢
restaurou parcialmente os relaxamentos induzidos por ACh e TSV. O tracado acima é representativo de 5 experimenios.

L-NIO 30 M L-ARG 300 uM 4 min
—
RhCC /
GTH 1.3 1.3 1.3 nmol
AGh . . .
0.6 0.6 0.6 nmol
SV 100 100 100 ng

Figura 8: Efeitos do N"-iminoetil-L-ornitina (L-NIO, 30 uM) e L-arginina (L-Arg, 300 puM) em corpo cavernoso de
coelho {RbCC). A infusfio de L-NIO produziu um aumento ne ronus dos tecidos e inibiu os relaxamentos induzidos por
acetilcolina (ACh) ¢ pelo venenc de Tirvus serrufatis (TSV). Os relaxamentos induzidos pelo gliceriltriniirato (GTN) ndo
foram afetados de maneira significativa pela infusfo de L-NIO. A infusdo subseqiicnic de L-Arg reverteu o ronus
aumentado das preparagbes e restaurcu parcialmente os relaxamentos induzidos por ACh e TSV. O tragado acima é
representativo de 6 experimentos.
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L-NMMA 10 pii L-ARG 300 pM

L] | ] »
GTN 43 1.3 13 nmol
L] - -
ACh 06 0.6 0.5 nmaj
a2 -
TSV 10 10 10 ng

Figura 9: Efeitos do N°-monometil-L-arginina (L-NMMA_ {0 pM) e da L-arginina (L-Arg, 300 pM) em corpo cavernoso
de coctho (RbCC). A infusio do L-NMMA aumentou o ronws dos tecidos ¢ inibiu os relaxamentos induzidos pela
acetileolina {ACh) e veneno de Titvus serrulatus (TSV), Os relaxamentos induzides pelo gliceriltrinitrato (GTN) ndo
foram significativamente afetados pela infusdo de L-NMMA. Subscqgiiente infusdo de L-Arg reverteu parcialmente o fonus
aumentado dos (ecidos e restauron de modo significativo os relaxamentos induzides por ACh e TSV, O tragado acima é
representativo de 3 experimentos.

A figura 10 apresenta trés histogramas contendo a média + erro padrdo dos valores
de relaxamento dos corpos cavernosos induzidos pela ACh e TSV, referentes aogs

experimentos em que foi avaliada a participacdo do NO na resposta relaxante evocada pelo
TSV.

1504 —
| EZZA Controle

125 B2 [T D-NAME (10 pM)
EE L-NAME (10 pM)
E==1D-Arg (300 uM)

% I L-Arg (300 pM)

100

% Relaxamento
>
[

50+
*
25- ok * g
. 1= CIE
ACh TSV

Figura 10a: Efeitos do N“-nitro-L-arginina meti] éster (L-NAME), D-NAME, L-arginina (L-Arg) ¢ D-Arg sobre os
relaxamentos de corpo cavernose de coclho (RbCC) induzidos por acetilcelina (ACh. 3.3 nmol) ¢ veneno de 7invus
serrufatus (TSY. 30 pg). Os dados representam médias  erro padriio das médias de relaxamento como percentagem dos
relaxamentos sub-maximos induzides pelo gliceriltrinitrato (GTN. 4.5 nmol}. * p<0.01. em comparacio com os valores
controles de relaxamento:. ** p<0.01, em comparaciio com os valores de relaxamento na presenca do L-NAME.
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175 .. |

sl | | B L-NIO (30 uM)
6. " #  [JL-Arg (300 uM)
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Figura 10b: Efeitos do N%-intinoetil-L-ornitina (L-NIO) ¢ L-arginina (L-Arg) sobre os refaxamentos de corpo cavernoso
de coelho (RbCC) induzidos por acetilcolina (ACh, 0.6 nmol) e veneno de Titvus serrulatus (TSV, 100 pg). Os dados
representam médias + erro padriio das médias de relaxamento como perceniagem dos relaxamentos sub-maximos
induzidos pelo gliceriltrinitrato (GTN, 1.3 nmol). * p<0.01, em comparaco com os valores controles de relaxamento. **
p<0.01, em comparagdo com os valores de relaxamento na presenca do L-NIO.

120~
273 Controle

100 ok T *% H L-NMMA (10 pM)
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Figura 10c: Efcitos do N°-monometil-L-arginina (L-NMMA) ¢ L-argmina (L-Arg) sobre os relaxamentos de corpo
cavernoso de coelho (RbCC) induzidos por acetilcolina (ACh, 0.6 nmol) e veneno de Tiryus serrulatus (TSV, 10 ug). Os
dados representam médias + ermo padrdo das médias de relaxamenio como percentagem dos relaxamentos sub-maximos
induzidos pelo glicenitrinitrato (GTN, 1.3 amol). * p<0.05, em comparagfo com os valores controles de relaxamento; **
p<0.03, em comparagdo com os valores de relaxamento na presenca do L-NMMA.
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2. Efeitos do 1-(2-trifluocrometilfenil)imidazol {TRIM) Sobre os Relaxamentos Induzidos

pelo Veneno de Tityus serrulatus

A infusdo de TRIM (100 uM; n=4), um inibidor seletivo para bNOS em camundongos
no promoveu alteragéo sobre o tonus basal dos tecidos nem afetou de modo significativo
os relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6 nmol; 66 + 18% antes e 66 + 18% durante
a infusdo de TRIM), Bk (10 nmol; 48 + 11% antes e 49 + 10% durante a infuséo de TRIM) ou
TSV (30 ug; 90 + 5% antes e 86 + 4% durante a infusdo de TRIM).- 0Os relaxamentos

induzidos pelo GTN (1.3 nmol) também n&o foram significativamente afetados por este
inibidor (Figura 11).

TRIM 100 pM

RbCC - ﬂ m

\ K /_\/ L 4 min

——t

|

L ] L ]
GTN 1.3 1.3 nmeol
ACh 0.6 " 06 nmol
BK 1.0 1.0 nmol
TSV 30 30 ug

Figura 11: Efeitos do 1-(2-triftuorometilfenil)imidazol (TRIM, 100 pM) em corpo cavernose de coetho (RbCC). A infusfio
do TRIM n#o alteron de maneira significativa os relaxamentos induzidos pela acetilcolina (ACh), bradicinina (BK),
veneno de Titvus serrulatus (TSV) oun gliceriltrinitrato (GTN). O tragado acima ¢ representativo de 4 experimentos.
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3. Efeitos do TRIM Sobre a Atividade Enzimatica da NOS Cerebelar

Visto que o TRIM ndo modificou o relaxamento induzido pelo TSV, passamos a
investigar se, a exemplo do camundongo, o TRIM apresenta-se como inibidor potente de
bNOS em coeihos. Assim, verificamos que a atividade maxima da NOS nos homogenatos
(na auséncia de inibidores) foi 596 + 0.31 pmol L-citrulina/min/mg de proteina (n=3).
Quando o Ca* foi omitido do meio de incubaco, a conversdo de L-arginina para L-citrutina
foi inibida em mais de 90%, confirmando assim que a atividade enzimatica medida nos
homogenatos é devido & NOS dependente de Ca*. Das curvas concentracéo vs. atividade
da NOS, os valores derivados de pl, foram 5.82 + 0.45, 3.63 + 0.14 e 3.15 £ 0.22 para L-
NAME, D-NAME e TRIM, respectivamente (n=3) (Figura 12}.

1004
-4 TRIM
-o-L-NAME

754 O D-NAME

% Atividade bNOS
[+, ]
Q

Log [inibidor] (M)

Figura 12: Curvas concentraglo in vitro vs. atividade da bNOS (6xido nitrico sintase cerebelar) obtidas para o 1-(2-
triflucrometilfenii)imidazol (TRIM. tridngulos azuis). NU-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME. circulos vermelthosy ¢
Ne.nitro-D-arginina metil éster (D-NAME. guadrados vazios). Os valores derivados de pl; para L-NAME. D-NAME ¢
TRIM foram 5.82 + 0.45. 3.63 £ 0.14 e 3.15 + 0.22. respectivamente. Cada pomto nas curvas € média de 3 experimenios.
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4. Envolvimento da Guanilato Ciclase Sollivel nos Relaxamentos Induzidos pelo

Veneno de Tityus serrulatus

A infusé@o de azul de metileno (30 uM; n=4) produziu um aumento transitério no fonus
dos tecidos e inibiu os relaxamentos induzidos pelo TSV (10 pg; 96 £ 5% antes e 33 + 10%
durante a infusdo de azul de metileno; p<0.01), ACh (0.6 nmol; 88 + 3% antes e 37 + 11%
durante a infus@o de azul de metileno; p<0.05) ¢ GTN (1.3 nmol; 100% antes ¢ 68 + 11%

durante a infusdo de azul de metileno; p<0.05) (Figura 13).

AZUt DE METILENO 30 uM
RbCC 4 min
1 —
GIN . ' -
1.3 13 nmol
ACh - -
0.6 0.5 nmol
> -
TSV 10 10 ug

Figura 13: Efeitos do azul de metileno (30 pM) em corpo cavernoso de coetho (RbCC). A infusio de azul de metileno
produziu um aumento transitorio no fonus das preparagOes e inibin significativamente os relaxamentos induzidos por
acetilcolina (ACh} e veneno de Titvus serruiatus (TSV). Os relaxamentos evocados pelo gliceriltrinitrato (GTN) foram
parcialmente inibidos. O tragado acima € representativo de 4 experimentos.
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A infusdo do ODQ (30 uM; n=4), um potente inibidor da atividade de guanilato ciclase
soluvel estimutada por NO, abotiu 0s relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6 nmol;
66 + 18% antes e 1 + 0,5% durante a infusdo de ODQ; p<0.01), Bk (10 nmol; 49 + 10% antes
e 0% durante a infusdo de ODQ; p<0.01) e TSV (30 png; 85 + 4% antes e 5 £ 1% durante a
infusé@o de ODQ; p<0.01). Os relaxamentos de RbCC induzidos por GTN (1.3 nmol) também
foram significativamente inibidos pelo ODQ (98 + 1% inibigdo; p<0.01). Os relaxamentos
evocados por estes agentes foram significamente {p<0.01) restaurados 15 minutos apoés o
término da infuséo de ODQ (Figura 14). '

QDG 30 s 4 min
[T
| \/_‘ | |
GTN 13 1.3 13 nmol
- . - -
ACh 08 0.6 2.6 nmol
. . .
Bk 10 1G 10 nmol
TSV SEI 30 30 rg

Figura 14: Efeitos da infusfo do H-[1,2 4|oxadiazolo[4,3,-alquinoxalin-1-ona] (ODQ, 30 pM) em corpe caverneso de
coelho (RbCC). A infusdo de ODQ aumentow o fomus dos tecidos ¢ aboliu as respostas relaxantes induzidas pelo
gliceriltrinitrato (GTN), acetilcolina (ACh), bradicinina {Bk) e veneno de Tityus serrulatus (TSV). Apéds o término da
infusdo de ODQ, os relaxamentos de RbCC indnzidos por estas substincias foram parcialmente restaurados. O tracado
acima ¢ representativo de 4 experimentos.
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5. Auséncia de Efeito da Aprotinina, Hoe 140 e Atropina nos Relaxamentos Induzidos

pelo Veneno de Tityus serrufatus

0O inibidor de proteases, aprotinina (Trasylol, 10 ug/ml n=4), néc afetou 0s
relaxamentos de RbCC induzidos pelo TSV (10 ug; 84 + 23% antes e 62 + 34% durante a
infusdo de aprotinina), ACh (0.6 nmol; 141 + 16% antes e 148 + 46% durante a infusgo de
aprotinina) ou GTN (1.3 nmol).

O antagonista de receptores B, da bradicinina, Hoe 140 (50 hM; n=5), reduziu
drasticamente os relaxamentos de RbCC induzidos por Bk (1 nmol; 88 + 6% antes € 16 + 9%
durante a infusdo de Hoe 140; p<0.01), sem afetar aqueles induzidos pelo TSV (10 pg; 98 +
11% antes e 95 + 10% durante a infus&o de Hoe 140) ou GTN (0.5 nmol) (Figura 15).

O antagonista de receptores muscarinicos, atropina (1 uM; n=5), praticamente aboliu
0 relaxamento de RbCC induzido por ACh (1.2 nmol; 117 £ 8% antes e 10 + 4% durante a
infus@o de atropina; p<0.01) sem afetar significantemente aqueles induzidos pelo TSV (10

1g; 95 + 10% antes e 69 + 6% durante a infus&o de atropina) (Figura 16).

HOE 140 50 nM ATROPINA 1 uM
4 min
RbCC ( - abec e~ e min
™ —
GTN L 4 [ ]
0.5 0.5 nmol
BK . . ACh * L
1 1 nmal 1.2 1.2 nmol
TSV - . SV ® ®
10 10 it} 10 10 19

Figura 15: O antagonista de receptores B: da bradicinina
{Bk). Hoe 140 (50 nM). abolin os relaxamentos de corpo
cavernoso de coelho (RbCC) induzidos pela Bk, Os
relaxamentos evocados pelo gliceriltrinitrato (GTN) ¢ pelo
veneno  de  Tirvas  serrufatus (TSV)  ndo  foram
significativamente afetados peia infusdo de Hoe 140. O
tracado acima € representativo de 3 experimentos.

Figura 16: O antagonista de rcceptores muscarinicos.
atropina (1 pM). praticamente abolin os relaxamentos de
corpo  cavernoso de coefho (RBCC) induzides por
acetilcolina (ACh) sem afetar. de maneira significativa. a
resposta refaxante evocada pelo veneno de Titvus serrulatus
(TSV). O tracado acima & representativo de 3 cxperimentos.
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6. Envolvimento de Canais de Potassio nos Relaxamentos Induzidos pelo Veneno de

Tityus serrulatus

A cromacalina ({CMK)}, agonista de canais de potassio ATP-dependentes (10 e 30
nmotl), causou um relaxamento duradouro e dose-dependente de RbCC (51 + 8% e 95 +
19% de relaxamento, respectivamente; n=6). A infusdo do antagonista desta classe de
canais de K', glibenclamida (10 uM; n=8), reduziu significativamente os relaxamentos
induzidos pela CMK (30 nmol; p<0.01) sem afetar aqueles induzidos por ACh (0.6 nmol) ou
TSV (10 pg) (Tabela 5; Figura 17). Por outro lado, os relaxamentos de RbCC induzidos por
CMK (30 nmol) ndoc foram significativamente afetados pelo L-NAME (10 uM; 30 + 6% antes e
27 + 4% durante a infusdo de L-NAME; n=4).

A apamina (100 nM; n=6), bloqueador de canais de potassio ativados por Ca*", ndo
apresentou efeito significativo sobre os relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6
nmol), CMK (10 nmol} ou TSV (30 pg) (Tabela 5; Figura 18). Similar & apamina, a
charibdotoxina (100 nM; n=6), outro blogueador de canais de potéssio ativados por Ca2+1
ndo afetou de modo significativo os relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6 nmol), Bk
{10 nmol) ou TSV (30 ng) (Tabela 5; Figura 19).

A infusdo do blogueador ndo-seletivo de canais de K', tetraetiiaménio (TEA, 10 pM;
n=4), ndo ailterou de modo significativo as respostas relaxantes de RbCC evocadas por ACh
(0.6 nmol), CMK (30 nmol) ou TSV (10 ng) (Tabela 5; Figura 20).

Tabela 5: Perceniagens de relaxamento na presenca de blogueadores de canais de K~

Relaxamento (%)

Bloqueador CMK ACh TSV Bk
antes durante [ antes durante | antes durante | antes durante

Glibenclamida 96 + 19 11 + 6 112 + 11 98+ 8 126 £11 103+ 11 n.d.

Apamina 83+10 98+ 20 100 + 4 975 | 7618 91+ 18 n.d.
Charibdotoxina n.d. 105+29 109+30 § 95+ 30 921+ 30 | 49+14 50+ 14

Tetraetilaménio | 48+8 46+13 | 64+13 80111 | 60+9  69+14 n.d.

*p<0.01, comparado com o respectiva controte, n.d.; ndo determinado.
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GLIBENCLAMIDA 10 uM 4 min
RiCC A
"\
) ey e
| j | 'I/ "
» .
GTN 113 1.3 nmol
- )
ACh 0.6 0.6 nmol
- L ]
CRIK ad 30 nmof
» »
TSV 10 10 By

Figura 17: Efeitos da glibenclamida (10 pM) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusdo de glibenclamida inibiu os
relaxamentos de RbCC induzidos pela cromacalina (CMK), porém nfo afetou de modo significative os refaxamentos
induzidos pelo gliceritrinitrato (GTN), acetticolina (ACh) ou veneno de Titvus serruiatus (TSV). O tracado acima é
representativo de 6 experimentos. B

APAMINA 100 nM

RbCC

4 min
W
. -
GTN 123 1.3 nmaol
L ]
ACh 6.8 0.6 nmol
[ ]
TSV 30 30 Hg
[ ] L ]
CMK 10 10 nmol

Figura 18: Efeitos da apamina (100 nM) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusdio de apamina ndo alterou de
maneira significativa os relaxamentos induzidos pelo gliceriltrinitrato (GTN), acetilcolina { ACh), cromacalina {(CMK) ou
veneno de Tiivus serrulatus (TSV). O tragado acima € representativo de 6 experimentos.
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CHARIBDOTOXINA 100 nM
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»
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4 min

nmoi
nmol

Hng
nmol

Figura 9: Efeitos da chanibdotoxina (100 nM) em corpo cavérnoso de coelho (RBCC). A infusdo de charibdotoxina nio
promoveu alteragdes significativas nas respostas relaxantes evocadas pelo gliceriltrinitrato (GTN), acetilcolina (ACh).

bradicinina (Bk) ou veneno de Tizvus serrulatus (TSV). O tragado acima € representativo de 6 experimentos.

TEA 106 pM
ReCC //H \ / ) //“\( /’-“ 4 min
L .’_d_.,—-——"'
GTN 13 13 nmol
» »

ACh 0.6 0.8 nmel
CMK 3.0 3.0 nmol
TSV 10 10 ng

Figura 20: Efeitos de 1etraetilaménio (TEA. 10 pM) em corpo cavernose de coelho (RbCC). A infusio de TEA ndo alteroun
de modo significativo os relaxamentos induzidos pelo gliceriltrinitrato (GTN), acetilcolina (ACh). cromacalina (CMK) ou

veneno de 7¥

tvus serruiatus (TSV). O tragado acima ¢ representativo de 4 experimentos.
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7. Envolvimento de Canais de Sodio nos Relaxamentos induzidos pelo Veneno de

Tityus serrulatus

O blogueador de canais de sodio, tetrodotoxina (TTX, 1 uM; n=6), aboliu o0s

relaxamentos induzidos pelo TSV (10 ug; 66 £ 9% antes e 4 + 3% durante a infusdo de TTX:

p<0.01), sem afetar aqueles induzidos por Bk (10 nmol; 75 + 9% antes e 74 + 7% durante a

infuséo de TTX), ACh (0.2 nmol;, 80 + 1% antes e 91 + 10% durante a infusdo de TTX) ou

GTN (1.3 nmol) (Figura 21).

RbCC T
GTN -
1.3
Bk 1‘&
ACh ' 002
TSV 10

TETRODOTOUXINA 1 uM

4 min

nmol

nmol

nmol

g

Figura 21: Efcitos da tetrodotoxina (TTX, 1 pM) em compo cavernoso de coelho (RbCC). A infusfo de TTX abolin
especificamente os relaxamemtos induzidos pelo veneno de Titvus serruiatus (TSV), sem afetar de maneira significativa
aqueles cvocados pelo gliceriltrinitrato (GTN), bradicinina (Bk) ou acetilcolina (ACh). O tragado acima € representativo

de 6 experimentos.
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Durante o desenvolvimento do componente lento da resposta, a infusdo de TTX (1

M) promoveu retornc imediato da resposta ac tonus basal (n=3) (Figura 22).

4 min
RbCC Az [—
TTX 1pM
RbCC
GTN 173 nmol
ACh 0.6 nmot
TSV A ug

Figura 22: Efeiios da infusdo de tetrodotoxina (TTX. 1 pM) durante a resposta relaxante induzida pelo veneno de Zitvus
serrilatus (TSV) em corpo cavernoso de coetho (RbCC). O tragado superior apresenta o padrio da resposta relaxante
induzida pelo gliceriltrinitrato (GTN). acetilcolina (ACh) ¢ TSV. A infusio de TTX durantc o desenvolvimentio da
resposta induzida pelo TSV no ragade inferior, promovenr o retorno imediato ao tonus basal da preparagdo. O tracado
acima ¢ representativo de 3 experimentos.
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8. Envolvimento de Via Nitrérgica nos Relaxamentos Induzidos pelo Veneno de Tityus

serrulatus

A capsaicina ativa terminagbes nervosas de fibras aferentes sensitivas primarias
promovendo a liberag&o de neuropeptideos tais como SP e CGRP. Assim, a capsaicina tem
sido bastante utilizada como ferramenta de pesquisa no estudo dos terminais NANC (Holzer,
1988).

Doses de capsaicina (Cap) entre 3 e 10 nmol induziram relaxamentos de RbCC de
maneira dose-dependente e nado-taquifilatica. A infusdo de vermelho de ruténic (30 pM;
n=6), antagonista funcional da capsaicina, ndo afetou de maneira significativa os
retaxamentos induzides por ACh (0.6 nmol; 88 + 20% antes e 83 + 13% durante a infusédo de
vermelho de ruténio), Bk (10 nmol; 48 + 9% antes e 55 + 8% durante a infusdo de vermelho
de ruténio) e TSV (10 ug; 81 £ 17% antes e 68 + 16% durante a infuséo de vermellho de
ruténio). Nesta concentragdo, o vermellho de ruténio reduziu significativamente os
relaxamentos induzidos por capsaicina nas doses de 3 nmol {16 + 6% antes e 3 + 1%
durante a infus@o de vermeiho de ruténio; p<0.05) e 10 nmol (53 £ 12% antes e 19 + 8%
durante a infusdo de vermelho de ruténio; p<0.05). A infusdo subseqgilente de tetrodotoxina
(TTX, 1 pM; n=6) ndo afetou de maneira significativa os relaxamentos de RbCC induzidos
por capsaicina {10 nmol; 71 + 6% antes e 68 £ 6% durante a infus&o de TTX) e ACh (0.6
nmot, 79 £ 1% antes e 90 + 10% durante a infusdo de TTX), porém aboliu agueles induzidos
peio TSV (30 ng; 66 + 9% antes e 4 + 2% durante a infusdo de TTX; p<0.01) (Figura 23).
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TETRODOTOXINA 1 piv 4 min
—

ROCC -,i{r#wl {—wvf‘“r\‘f’""“l v /b" [‘}v VT ']jfr’“"llff‘t /'“*lv] /ﬂA

VERMELHO DE RUTENIO 30 pm

asaa’s -

GTN 13 1.3 13 nmol
- - L ]
ACh 0.6 a.6 0.6 nmoal
L ] [ ] - - » L]
Cap 3 10 3 10 3 10 nmol
» - -
TSV 30 30 30 pug

Figura 23: Efeitos da infusfo do vermelho de ruténio (30 uM) ¢ da tetrodotoxina (1 pM) em corpo cavernoso de coelho
(RBCC). A infusdo de vermelho de ruténio no segundo tecido inibiu dc maneira significativa os relaxamentos induzidos
pela capsaicina (Cap) sem afetar as respostas induzidas pelo veneno (TSV). A infusfio subsegiiente de letrodotoxing em
ambos os tecidos aboliu os relaxamentos induzidos pelo TSV. sem interferir de modo significativo com aqueles evocados
pela Cap. Os rciaxamenios induzidos pelo gliceriltrinitrate (GTN) ou acetilcolina (ACh) ndo foram significativamente
alterados pela infusfio das duas substancias. O tracado acima ¢ representativo de 6 experimentos.
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9. Neurocininas e Relaxamentos Induzidos pelo Veneno de Tityus serrufatus

Doses de substancia P (SP) entre 0.75 e 2.2 nmol ndo produziram efeitos
significativos em preparacbes de RbCC (n=4). Doses mais elevadas deste peptideo (7.5
nmol) induziram pequena contracéo dos tecidos. A infusdo do antagonista de receptores NK,
de neurocininas, SR 140333 (1 uM; n=6), promoveu pequena reduc¢do no tonus dos tecidos
e aboliu as contragdes induzidas por SP (7.5 nmol; 11 + 2% antes e 0% durante a infusdo de
SR 140333, p<0.01) (Figura 24). Entretanto, este antagonista ndo afetou significativamente
0s relaxamentos induzidos por ACh (0.6 nmol; 83 £ 6% antes e 67 + 15% durante a infuséo
de SR 140333) ou TSV (30 pg; 86 + 11% antes e 63 + 12% durante a infusao de SR 140333)
(Figura 24). A infusdo subseqgiente do antagonista de receptores NK,, SR 48968 (1 uM;
n=6), também n&o modificou o fonus dos tecidos nem os relaxamentos induzidos por estes
agentes (n&o mostrado). Ambos o0s antagonistas ndo apresentaram efeito sobre os

relaxamentos induzidos por GTN (1.3 nmol) (Figura 25).

RbCC
4 min
| |
SR 140333 1 uM
RbCC
- L]
GTN 13 1.3 nmol
ACh 0-.5 UTS nmaol
- [ ]

SP 75 22 nmal

Figura 25: Efeitos da infusio do SR 140333 (1 M) em corpo cavernoso de coelho (RbCOC). A infusdo do SR 140333 no
segundo tecido causou discreto relaxamento € niio interferiu de modo significativo nos relaxamentos induzidos pelo
gliceriltrinitrate (GTN) e acetiicolina (ACh). Entretanto. as contragdes de RbCC induzidas pela substincia P (SP) foram
praticamente abolidas na presenca do antagenista. O tragado acima ¢é representativo de 6 experimentos.
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RbCC o SR 140333 1 uM
llfl' | r,nw*")’ Nﬂ'ﬂ'} rrw‘\’ rf\“‘w““ﬂ""ﬂ
V 11 1 7
4 min
—
GTN 4 13 amol
ACh C‘:G 0..6 nmol
TSV 30 30 ug

Figura 25: Efcitos da infusfio do SR 140333 (1 uM) em corpo cavernoso de coelho (RBCCY. A infusdo do SR 140333 nfio
interferiu de modo signilicativo nos rclaxamentos induzidos pelo gliceriitrinitrato (GTN). acettlcolina { ACh) ou veneno de
Tinvus serrufatus (TSV), O tragado acima ¢ representative de 6 experimentos.

Em doses de até 2 nmol, o peptideo relacionado ac gene da caicitonina (CGRP) nao
apresentou efeitos relaxantes significativos em RbCC (n=4, ndc mostrade). A administracéo
do peptideo intestinal vasoativo (VIP; 0.6 and 2 nmol} causou pequeno relaxamento dos
tecidos (8 + 3% e 19 * 4%, respectivamente). Os relaxamentos induzidos pelo VIP (2 nmol)
n&o foram significativamente afetados pela infuséo de L-NAME (10 uM; 16 £ 6% antes e 14 +
5% durante a infusdo de L-NAME; n=4).
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10. Estudo do Mecanismo de Transdug¢do do Veneno de Tityus serrulatus em Corpo

Cavernoso de Coeiho
10.1. Efeitos do PMA e Staurosporina

A infusdo do ativador de proteina quinase C (PKC), forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA, 100 nM; n=6), ndc promoveu aiteracdo do fonus basal dos tecidos nem aiterou os
relaxamentos de RbCC induzides por ACh (0.6 nmol; 92 + 16% antes e 95 + 18% durante a
infusdo de PMA) ou TSV (10 ng; 94 + 15% antes e 79 = 16% durante a infusdo de PMA)}. Os
relaxamentos de RbCC induzidos pelo GTN (1.3 nmol) ndo foram significativamente

alterados por esta substancia (Figura 26).

PMA 100ni
| P\ W f 4 min
—
»
GTN 13 1..'3 nmol
ACh 06 0.6 amol
TSV 10 h ua

Figura 26: Efeitos do forbol-12-miristato-13-acetato (PMA. 100 nM) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusdo de
PMA ndo alterou de modo significative os relaxamentos induzidos pela acctilcoling (ACh). gliceriltrinitrato (GTN} ou
veneno de Tinus serrufatus (TSV). O tragade acima € representativo de 6 experimentos.
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Adicionalmente, o inibidor inespecifico de PKC, staurosporina (150 nM; n=4), nao
alterou o fonus dos tecidos. A infusdo de staurosporina néo aiterou de modo significativo os
relaxamentos de RbCC induzidos por ACh (0.6 nmol; 86 + 7% antes e 89 + 3% durante a
infusao de staurcspoerina), Bk (30 nmol; 50 + 12% antes e 55 + 5% durante a infusdo de
staurosporina), adenosina (Ads, 0.1 umol; 82 + 11% anies € 94 + 9% durante a infusdo de
staurosporina) ou TSV (30 ug; 70 + 11% antes e 78 * 7% durante a infusdo de
staurosporina). As respostas relaxantes evocadas pelo GTN (1.3 nmol) também néo foram

alteradas de maneira significativa pela staurosporina (Figura 27).

RbCC » ﬁ]
f"w 1

STAUROSPORINA 150 nM

4 min
GTN 1'.'3 1:3 nmol
ACh 06 0.6 nmol
Bk 30 30 nmol
* [}
Ads 011 0.1 umol
TSV 30 30 Mg

Figura 27: Efcnos da staurosporina (130 nM) em corpo cavernoso de coctho (RbCC). A infusdo de staurosporina nio
aiterou de modo significativo os relaxamentos induzidos pela acetilcolina (ACh). bradicinina (Bk). adenosina (Ads).
gliceriltrinitrato (GTN) ou veneno de Titvus serrulatus (TSV). O tragado acima ¢ representativo de 4 experimentos.
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10.2. Efeitos da Toxina Pertussis

A infusdo do inibidor de proteina G estimulatoria (Gs), toxina pertussis (10 ng/mi:
n=4), ndo modificou o fonus dos tecidos e ndo apresentou efeitc sobre as respostas
relaxantes induzidas por ACh (0.6 nmol; 109 + 4% antes e 107 + 5% durante a infuséo de
toxina pertussis), Bk {30 nmol; 30 £ 9% antes e 38 + 13% durante a infusdo de toxina
pertussis) ou TSV (30 pg; 92 + 14% antes e 96 + 7% durante a infusdo de toxina pertussis).
Os relaxamentos de RbCC induzidos pelo GTN (1.3 nmol) também néo foram afetados de

modo significativo (Figura 28).

TOXINA PERTUSSIS 10 ngimi

RDGG

4 min
GTN 13 13 nmol
ACh 0.6 06 nmol
Bk 30 30 amol
TSV 30 30 ug

Figura 28: Efeitos da toxina pertussis (10 ng/ml) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusio de toxina pertussis nio
alterou de modo signiftcativo os relaxamentos induzidos pela acetilcolina (ACh). bradicinina (Bk). gliceriltrinitrato (GTN)
ou venene de Titvus serrulatus (TSV). O tracado scima ¢ representativo de 4 experimentos.
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10.3. Efeitos da Tapsigargina

A infusdo do inibidor da bomba Ca™-ATPase, tapsigargina {1 uM: n=5), nd0 promoveu
alteragdo do fonus basal dos tecidos, porém, inibiu os refaxamentos de RbCC induzidos
pelos diversos agonistas: ACh (0.2 nmol; 92 + 16% antes e 45 + 19% durante a infuséc de
tapsigargina; p<0.01); Bk (10 nmol; 61 + 17% antes e 40 + 13% durante a infusdo de
tapsigargina; p<0.01); Ads (37 nmol; 72 £ 15% antes e 30 £ 13% durante a infusdo de
tapsigargina; p<0.01) e trifosfato de adenosina (ATP, 18 nmol; 55 + 11% antes e 9 + 5%
durante a infusdo de tapsigarging; p<0.01). Os relaxamentos induzidos pelo TSV (30 pug)
também foram significativamente reduzidos na presenca de tapsigargina (112 + 8% antes e
52 + 4% durante a infus@o de tapsigargina; p<0.01). Os relaxamentos induzidos pelo GTN

(1.3 nmol) n&o foram significativamente alterados na presenga de tapsigargina (Figura 29).

TAPSIGARGINA 1 uM

RbCC - F

8 min
—i
| ] | ]

GITN 1.3 1.3 1?3 nmol
a L J .

ACh 0.2 0.2 nmol

[ ] L]

Bk 10 10 nmol

ATP 1}! 1.8 nmol
L] »

Ads 37 a7 nmol

TSV 30 30 ug

Figura 29: Efeitos da apsigargina (1 (M) em corpo cavernoso de coelho (RbCC). A infusdo de tapsigargina inibiu de
modo significativo os relaxamentos induzidos pela acetilcolina (ACh). bradicinina (Bk). trifosfato de adenosina (ATP):
adenosina {Ads)y ¢ venene de 7invuy serrulates (TSV), Os refaxamentos induzidos pelo glicerilirinitrato (GTN) ndo foram
significativamente alterados. O tragado acima ¢ representativo de 3 experimentos.
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11. Fracionamento do Veneno de Tityus serrulatus

O extrato do veneno bruto de Tityus serruiatus, aqui designado veneno soltivel, abtido
como descrito no item [1.3. e cromatografado em coluna de CM-celuiose-52, forneceu as
fracdes denominadas | (29.79%), H-lll (7.85%), IV {0.68%), V (3.15%), VI (1.22%), Vil
(3.43%), VIl (19.26%), IX (6.98%), X (4.01%), X1 (3.58%}, XH (2.97%) e XHI (12.29%) (Figura

30). A percentagem de recuperacao para esta cromatografia foi de 95.21% em termos de

A280 am.
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Figura 30; Cromatografia em CM-celulose-52 do extralo obtide de 400 mg do veneno de Tirvus serrularus. Coluna de 2.4
cm X 03.0 cm, equilibrada com tampiio NH{HCO; 0.0 M. pH 7.8. Fluxo: 26.7 ml/h: volume coletado por tubo: 3.0 ml:
temperatura: 3°C. A celuna [oi inicialmente eluida com NHyHCO; 0.01 M, pH 7 8. iniciando-se a seguir. um gradiente
convexo de concentracio do mesmo tampéo de 8.61 a LOM.
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12. Ensaio Biologico das Fragtes do Veneno de Tityus serrulatus

De todas as frag@es obtidas da cromatografia do veneno soluvel, as fracdes |-IX e XHi
{acima de 80 ng) ndo apresentaram efeito em corpo cavernoso de coetho (RbCC) (ndo-
mostrado, n=6). Por outro lado, as fragcbes X {1.2-12 pug), Xl (1.4-14 ug) e Xll {(1-10 pg) foram
capazes de relaxar a musculatura lisa do RbCC de maneira dose-dependente e néo-
taquifilatica. O veneno de Tityus serrulatus (TSV, 30 pg, n=8) causou 65 + 8% de
relaxamento, enquanto as fragdes X (3.8 pg; n=8), X1 (4.2 ug; n=8) e XII (3.0 ug; n=8}
causaram 44 £ 8%, 56 + 12% e 54 + 10% de relaxamento, respectivamente.

Os refaxamentos induzidos pelas toxinas X, Xl e Xil ccorreram através da liberacéo
de NO visto que as respostas relaxantes foram inibidas pelo L-NAME (10 pM; n=4) e
revertidas pela L-arginina (300 uM; n=4) (Tabela 6). O relaxamento também foi sensivel &

acéo da tetrodotoxina (1 uM; n=4) (Tabela 7).

Tabela 6: Percentagem de relaxamento das fragSes ativas obtidas do veneno de T serrufasus na presenca de L-NAME

Relaxamento (%)

Agente Controle L-NAME {10 uM} L-Arginina {300 uM)
Acetilcolina (0.6 nmol) 104.8 +6.26 15.0 +0.71* 80.0 +3.76"
Fragdc X (3.8 ug) 47.0+9.43 1.0 + 1.00* 355 +6.79"
Fragdo XI (4.2 ug) 51.8 + 13.51 55+3.77* 41.0 +13.01"
Fragdo Xl (3.0 ug) 58.5 +8.97 8.3 +2.32* 455 +7.96*
TSV (30 ug) 61.8 +13.29 9.3 +4.68* 47.8 + 11.086*

*p<0.01 em comparacdo com 0s valores controles de relaxamento.

*1<0.01 em comparagdo com os valores de retaxamento na presenca do L-NAME.
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Tabela 7: Percentagem de relaxamento das fragdes ativas obtidas do veneno de 1- serridatus na presenca de tetrodoloxina

Relaxamento (%)

Agente Controle Tetrodotoxina {1 uM}
Acetilcolina {0.6 nmol) 75.0+£18.37 77.0 £ 16.50
Fracdo X (3.8 ng) 410+ 1375 0.0+ 0.00*
Fracéo Xl (4.2 pg) 60.8 £22.04 8.817.18*
Fracdo Xif (3.0 pg) 49.3 + 19.01 6.8 +6.10"
TSV (30 pug) 78.31£4.89 8.5+ 5.89*

*p<0.01 em comparacéo com o0s valores controles de relaxamento.
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O presente estudo demonstra claramente que ¢ veneno de Tifyus serrulatus induz
relaxamentos em corpo cavernoso isolado de coelfio. O relaxamento induzido pefo veneno é
dependente da liberag&o de NO, pois observou-se inibicédo significante do mesmo durante
infusdo de inibidores ndo-seletivos da NOS, tais como [-NAME, L-NIO e L-NMMA. Tais
efeitos ndo foram observados com o enantidmero inativo D-NAME, comprovando ser uma
inibicdo estereoespecifica (Moore ef a/., 1989; Ishii ef a/., 1990, Mulsch & Busse, 1990; Rees
ef al., 1990a; Rees ef a/., 1990b). Além disso, a infus&o de L-arginina, mas n&o D-arginina,
revertey o efeito inibitdrio do L-NAME, reforcando o envolvimento do NO na resposta
evocada pelo veneno de Tityus Serrufatus. A observacdo que o fonus dos tecidos se
encontra aumentado durante a infus&o destes compostos sugere que, em corpo cavernoso
de coeiho, ha uma liberagao basal de NO, o que corrobora com estudos prévios, 0s quais
tambem demonstram este efeito em outras preparacgdes, tais como juncdo colon-iliaca de
c&o (Ward ef af., 1992), ileo de cobaia (Wiklund ef a/., 1993) e corpo cavernoso de coelho e
humano (Holmguist ef a/., 1992a).

A guanilato ciclase sollvel, um dos “receptores” fisiolégicos para o NQ, contém um
grupamento heme, no gual o NO interage para ativar a enzima (Gerzer ef al., 1981). O azul
de metileno inibe a capacidade dos doadores de NO de ativar a guanilato ciclase soltvel
(Katsuki et al., 1977). Isto levou ao emprego generalizado deste composto como inibidor
seletivo desta enzima. De fato, nossos resultados indicam que o azul de metileno promoveu
uma inibicdo significante dos relaxamentos induzidos pelo veneno de Tifyus serrufatus,
acetilcolina e pelo doador de NO, gliceril trinitrato. Devido a capacidade do azul de metileno
de oxidar ions Fe**, ha evidéncias atuais de que este compaosto intbe também a NOS, que
contém um grupo heme (Klatt et al., 1992, McMillan ef a/., 1992; White & Marletta, 1992).
Entretanto, isto & controverso visto que o azul de metileno é prontamente reduzido pela
citocromo P-450 redutase, por aceitar elétrons dos dominios de flavina também presentes na
NOS (Kelner ef al,, 1988) indicando que esta redugéo € independente do grupo heme da
NOS (Klatt et al., 1992; Luo ef al., 19385). O ODQ foi recentemente descrito como um inibidor
seletivo e potente da guanitato ciclase soluvel especificamente ativada pelo NO (Garthwaite
et al, 1995). Este composto inibe seletivamente a guanilato ciclase soilvel em tecido
vascular e plaquetas (Moro ef al., 1996), aiém de inibir tanto relaxamentos nitrérgicos quanto
aqueies induzidos por doadores de NO em muscuio anococcigeno de coelho (Celiek et al.,

1996), tornando-se uma ferramenta bastante til na compreenséo do papel do GMPc nas
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agles biotdgicas do NO. De fato, nossos resultados mostraram que o ODQ praticamente
aboliu o relaxamento de corpo cavernoso de coelho induzido pelo veneno de Tityus
serrulatus, confirmando novamente a participacdo do NO nestas respostas. Ao contrario do
azul de metileno, o qual promove a oxidacdo de ions Fe®* tornando a atividade inibitdria
irreversivel, o ODQ promove uma inibi¢&o reversivel. Isto indica, provavelmente, que NO e
ODQ competem pelo mesmo sitio ligante, ou sitios adjacentes ac grupamento heme da
guanilato ciclase soltivel (Brunner ef a/., 1996). Em conjunto, estes resuitados demonstram
que o relaxamento induzido pelo veneno de Tityus serrulatus em corpo cavernoso de coeiho
esta diretamente relacionado a ativagdo da guanilato ciclase solavel ne musculo liso.

O veneno de Phoneutria nigriventer (aranha armadeira) relaxa corpo cavernoso de
coetho devido a ativagdo do sistema de calicreina tissular e liberagdo subseqiiente de NO
(Lopes-Martins et a/., 1994). No entanto, 0 antagonista de receptores B, de bradicinina, Hoe
140, e o inibidor de calicreinas, aprotinina, ndo foram capazes de inibir o relaxamento do
corpo cavernoso induzido pelo veneno de Tityus serrufatus, 0 que demonstra claramente
que esta via ndo e responsavel pela tiberacdo de NO em resposta ao veneno de escorpido.
Alem disso, a incapacidade do veneno de Tityus serrulatus em ativar o sistema de calicreina
tissular foi confirmada na microcirculacdo cutanea de coelhos in vivo onde este veneno, ao
contrario daquete de Phoneutria nigriventer (Marangoni et al., 1993), ndo causa formagao de
edema local (Antunes ef af., comunicacao pessoai).

0O venenc de Tityus serrufatus libera neurotransmissores tais como acetilcolina ou
catecolaminas de preparagoes musculares isoladas (Diniz & Torres, 1968; Langer et al,
1975; Freire-Maia et af., 1976b). Assim, investigamos se o relaxamento de corpo cavernoso
poderia ser decorrente da liberagdo de acetilcolina da preparacéo. Entretanto, a observagao
de que o bloqueioc de receptores muscarinicos pela atropina ndo inibiu o relaxamento
induzido pelo veneno de Tiftyus serrulatus indica que o sistema colinérgico ndo esta
envolvido. A participagdo do sistema adrenérgico foi obviamente descartada visto que a
ativacdo do mesmo resulta em contracdo, ao invés de relaxamento de corpo cavernoso.

0O NO relaxa células de muscuio liso por estimulacdo da guanilato ciclase soldvel,
com consequente acumulo de GMPc e modificacdo de varios processos intracelulares
dependentes de GMPc (Lincoin & Connwell, 1991; Lincoln & Connwell, 1883), inciuindo a
ativacdo de canais de K” através de proteinas quinases dependentes de GMPc (Robertson

ef al., 1993; Taniguchi ef al,, 1993). O NO pode também ativar diretamente canais de K’
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dependentes de Ca”" (Kc.) em membranas de muscuto liso vascular por um mecanismo
independente do actimuio de GMPc (Bolotina ef al,, 1994). Nossos resultados mostraram
que a cromacalina (agonista de canais de K') refaxou o corpo cavernoso e este efeito foi
seletivamente blogueado pela glibenclamida, indicando a presenca de canais funcionais de
K" dependentes de ATP (Kare) funcionais em tecido erétil. Entretanto, os refaxamentos
induzidos pelo veneno de Tifyus serrulatus ndo foram modificados por antagonistas de
canais de Kc, (@apamina e charibdotoxina), Kare (glibenclamida) ou voitagem-dependentes
(tetraetilaménio), indicando que canais de K' ndo estdo envolvidos no mecanismo de
transducao das respostas induzidas pelo veneno de 7ifyus serrufatus em COrpo cavernoso.

Toxinas de venenos de escorpides contém proteinas que mimetizam o0s efeitos de
estimulacdo nervosa (Moss ef al., 1974a; Moss et al,, 1974b). Neurotoxinas de escorpi&o
tém sido extensivamente utilizadas para o estudo dos mecanismos de ativagéo dos canais
de sodio (Jaimovich et al, 1982, Nagy, 1988, Vassiievet ef a/, 1988). Estas sdo
classificadas de acordo com os mecanismos de acédo farmacoidgica nestes canais. Por
exemplo, a-toxinas (procedentes das espécies norte-africanas e asiaticas) blogueiam a fase
de inativagdo do canal de Na', prolongando assim o potencial de agéo. As B-toxinas
(procedentes das espécies americanas) reconhecem outro sitio nos canais de sédio e n&o
s&o dependentes do potenciai de membrana para sua a¢éo (Jover ef al,, 1980; Wheeler et
al., 1983). Os venenos de escorpides sul-americanos, incluindo o Tifyus serrulatus, contém o
e B-toxinas {Barharin ef al., 1982).

A tetrodotoxina (TTX), toxina obtida dos peixes tetrodontes, contém um grupo
guanidino, constituido por um céation organico conhecido por sua capacidade de atravessar
canais de sodio (Hitlle, 1971). A presenga deste grupo € essencial para a agdo farmacoldgica
desta toxina, pois o cation orgénico adentra o canal de sodio, tornando-o impermeavel ac
restante da molécula. Como resultado, a passagem de ions sodio através do canal é
fisicamente impedida, cuja conseqgléncia € o blogqueio da condugdo idnica {Smythies et &/,
1971; Catterall, 1986). De acordo com o exposto, demonstramos que a tetrodotoxina inibiu
especificamente os reiaxamentos de corpo cavernoso induzidos pelo veneno de Tityus
serrulatus e, além disso, restaurou prontamente ao fonus basal os relaxamentos ja
instalados. isto indica que a liberag@o de NO pelo veneno € precedida por despolarizagdo

de fibras nervosas. Sabendo-se que o sistema adrenérgico € responsavel pela contracéo do
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COrpo cavernoso e que o sistema colinergico ndo esta envolvido nos relaxamentos induzidos
pefo veneno, a nossa hipdtese € que o veneno de Tityus serrulatus libera NO em corpo
cavernoso de coetho através da estimulagéo de fibras nervosas NANC. Esta hipdtese &
corroborada por estudos prévios mostrando que o veneno de Tityus serrufatus libera um
fator neurogénico (ainda nao-identificado) de fibras nervosas e terminais periféricos de
nervos cidtico ou safeno, capazes de promover aumento da permeabilidade vascular e
formacéo de edema nas areas supridas por estes nervos (Garcia-Leme ef af., 1977).

De fato, tecidos eréteis s&o densamente inervados por fibras nervosas inibitérias do
tipo NANC (Gillespie, 1972; Klinge & Sjostrand, 1974), as quais exercem fungdes essenciais
nos mecanismos neurais durante a ere¢do peniana, através da liberacéo de NO (Ignarro et
al., 1980a; Kim ef al, 1991; Pickard et al., 1991, Rajfer et al, 1992). Assim, as fontes
potenciais de NO em preparacSes de corpo cavernoso podem ser tanto fibras nervosas
NANC como também o endotélic que reveste a rede de capilares sinusoides presentes no
tecido cavernoso.

A NGOS, enzima que catalisa a conversdo de L-arginina em NO e L-citrulina,
compreende frés isoformas estruturalmente distintas: neuronal (bNOS), endotelial (eNOS) e
induzivel (INOS). Dessa forma, tem havido grande procura na descoberta de inibidores
seletivos para cada isoforma desta enzima, uma vez que podem ser U(teis para a
compreensac dos efeitos farmacologicos do NO em diversos sistemas biolégicos e,
possivelmente, no tratamento de uma grande variedade de doencas (Ogden & Moore, 1995).
Receniemente, foi descrito que © 1—(2-trif!uorometiIfenil)imi_dazol (TRIM) & um potente
inibidor das isoformas neuronal e induzivel da NOS, tanto in vitro quanto in vivo em
camundeongos (Handy et al, 1995). Entretanto, nossos resultados mostram que o TRIM
{(mesmo em doses elevadas) néo foi capaz de inibir os relaxamentos de corpo cavernoso de
coelho induzidos pelo venenoc de Tityus serrufatus. Este resultado a priori descarta a
possibilidade de que 0 veneno relaxa esta preparacdo por promover a liberacdo de NO de
terminagdes nervosas NANC, apds ativacdo de uma bNOS. Entretanto, em preparagéo de
bNOS de cerebelo de coelho in vitro, o TRIM mostrou-se praticamente ineficaz em inibir a
enzima (cerca de 1000 vezes menos potente comparado ao I.-NAME), indicando,
possivelmente, que as agbes do TRIM sejam especificas para o camundongo, mas n&o para

outras especies animais, tais como o coelho.
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A capsaicina, substancia conhecida por ativar neurdnios senseriais primarios (Jancso
et al., 1977), tem sido usada como uma importante ferramenta farmacoldgica no campo de
pesquisa sobre terminais nervosos NANC. Uma vez que € capaz de ativar terminais
nervosos periféricos resultande em despolarizacdo e descarga de potenciais de acéo, a
capsaicina leva a uma variedade de respostas bioidgicas inciuindo hiperalgesia (Bernstein
et al., 1981; Carpenter & Lynn, 1981, Stjarne ef a/., 1989) e edema neurogénico (Buckley et
al., 1990}. Apds a excitagdo de fibras nervosas NANC (principaimente aguelas do tipo C)
pela capsaicing, observa-se a liberagdo de neuropeptideos dos terminais nervosos aferentes
ativados (Holzer, 1988; Maggi & Meli, 1988). Os neuropeptideos liberados pela capsaicina
dos terminais de fibras nervosas aferentes compreendem a substancia P, neurocinina A,
CGRP e VIP (Holzer, 1988; Maggi & Meli, 1988; Saria ef al, 1988; Maggi et al/,, 1989).
Dentre estes peptideos, a substancia P tem sido descrita como liberador de NO de tecido
endoteliai, levando a vasodilatacdo iocal ou sistémica (Andersson ef al., 1984). Por outro
lado, o VIP né&o requer a liberacdo de NO para promover seu efeito relaxante em tecidos
eréteis (Pickard et af., 1993).

Nossos resultados mostraram que a capsaicina causou relaxamentos independentes
tanto da liberagdo de NO (resistentes ao L-NAME) quanto da estimulacdo nervosa
(resistentes a tetrodotoxina). Além disso, o vermelho de ruténio, um antagonista funcional da
capsaicina (Buckely et al, 1990; Amann & Maggi, 1991), reduziu acentuadamente os
relaxamentos de corpo cavernoso induzidos pela capsaicina, porém ndo afetou aqueles
induzidos pelo veneno. Isto sugere que € improvave! que o veneno ative fibras C do sistema
NANC causando a liberacdo de neuropeptideos e, conseqguentemente, liberacdo de NO do
endotélio sinusoidal dos corpos cavernosos. A observagdo de que a substancia P promove
contracao dependente de receptores NK;, ao inves de relaxamentos, reforga a hipotese que
o relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo veneno de Tifyus serrufatus nao resulta da
ativagdo de neurdnios sensiveis a capsaicina e liberacao subsequente deste peptideo. Isto
esta de acordo com estudos prévios mostrando a escassez de nervos imunorreativos a
substancia P em tecido erétil humano (Andersson ef a/., 1983; Gu ef a/., 1983). Além disso,
tanto o VIP quanto ¢ CGRP foram ineficazes em promover o relaxamenio de corpo
cavernoso de coelho, o que exclui a participacao destes neuropeptideos no mecanismo de

acao do veneno de Tityus serrufatus.



62

Demontrou-se recentemente que terminais nervosos do sistema NANGC podem fiberar
diretamente NO (ou alguma substancia doadora de NO) em diversas preparacdes tais como
anococcigeno de rato {Gillespie & Sheng, 1983; Gillespie ef al., 1989), juncao ileo-cdion de
cdo (Boeckxstaens ef a/., 1990) e traquéia de cobaia (Tucker ef al., 1990). Esta evidéncia foi
baseada na inibicdo da resposta NANC pela oxihemoglobina e por geradores de &nions
superoxidos, na instabilidade do neurotransmissor, na potenciagdo da resposta por L-
arginina e na sua inibicdo por anélogos da L-arginina. Assim, a despolarizagdo das
terminacdes NANC decorrente de estimulacdo elétrica pode tevar ao influxo de calcio que,
por sua vez, ativa a NOS presente nestes nervos (Sheng et af, 1992). O NO sintetizado
difunde-se prontamente dos nervos autondmicos NANC (nervos nitrérgicos) para a célula-
alvo (0 musculo liso), sem o envolvimento de vesicuias ou limitacdo pela membrana
plasmatica neuronal (Snyder, 1990). Isto, obviamente, levanta a possibilidade que o veneno
de Tityus serrufatus especifica e diretamente ativa nervos nitrérgicos presentes no tecido
cavernoso e, dessa forma, o relaxamento seria resultado do NO liberado dos terminais
nervosos sem o envolvimento do endotélio sinusoidal.

Venenos e toxinas de varias espécies de escorpifes podem causar despolarizagéo
generalizada dos nervos periféricos levando a descarga acentuada de neurotransmissores,
0 que pode justificar a potencial letalidade do envenenamento tanto em humanos quanto em
animais de laboratdrio. Foi recentemente demonstrade que o veneno do escorpidao Leiurus
quinquestriatus quinquestriaius apresenta atividade relaxante bastante pronunciada no
musculo anoceccigene de rato. Tal atividade € bloqueada pela tetrodotoxina, demonstrando
que os relaxamentos s&o precedidos por estimulagdo nervosa, e pelo L-NAME, confirmando
o envolvimento da via L-arginina-NOS-NO nestas respostas (Gwee et al,, 1995). Portanto,
apesar das investigacbes a respetto dos efeitos de venenos de escorpido sobre a
transmissao NANC serem escassos, este estudo envolvendo o veneno do escorpido Leiurus
quinquestriatus quinquestriatus corrobora os efeitos observados do veneno de Tifyus
serrufatus em nosso estudo, pois ambos demonstram a participacdo da neurotransmisséo
NANC e do NO em musculo anococcigeno de rato e em corpo cavernoso de coelho,
respectivamente.

Na tentativa de elucidar o mecanismo de transducdo responsavel pela liberacdo de

NO em resposta ao veneno de Tityus serrufatus, usamos ferramentas farmacoiégicas (PMA,
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staurosporina, toxina pertussis e tapsigargina) frequentemente utilizadas em varias
preparacdes biologicas & cujos mecanismos de acdo sao retativamente bem compreendidos.

A liberacéo de NO do endotélio estimuiada por agonistas é iniciada por um aumento
na concentracdo intracelular de Ca’* pela via do fosfatidilinositol (Newby & Henderson,
1990). O esvaziamento dos estoques intraceiulares de Ca®* sensiveis ao [P; induz ao influxo
de Ca> extracelular. E provavel que o Ca’™* extracelular adentre a célula endotelial através
de canais catidnicos ndo-seletivos (Oiesen ef al., 1988; Hallam et a/., 1989), cuja ativacéo é
desencadeada tanto por elevacac do C3*" citoplasmatico quanto por formacio de IP,
{LUckhoff & Clapham, 1992).

A tapsigargina depleta os estoques de Ca®* intracelulares, reduzindo marcadamente
(Dolor ef af., 1992) ou abolindo (Macarthur et al., 1993) a mobilizagédo subseqiente de Ca™
intracelular dependente de agonistas tais como ADP, bradicinina ou histamina em celulas
endoteliais bovinas ou humanas. Ao invés do rapido aumento transitério dos niveis de Ca**
intracelulares induzido por estes agonistas, a tapsigargina promove um desenvolvimento
lento e elevacdo prolongada dos niveis de Ca®*, requerindo a presenca de Ca* extracelular.
Além disso, em varios tipos celulares a tapsigargina € um agente de acdo rapida, cuja
atividade inibitéria da Ca™-ATPase de reticulo endoplasmatico & irreversive! (Dolor et al.,
1992).

A elevacdo sustentada dos niveis intraceluiares de Ca® nas células endoteliais,
através de um aumento do influxo de Ca®’, determina a producdo e liberacdo de NO e,
subseqliente redugéo de Ca’ nas células adjacentes do muscuio liso vascular (Wang et al.,
1996). Além disso, a L-arginina potencializa a producide de NO, reduz parciaimente a
concentracéio de Ca™ intracelular no endotélio e reduz marcadamente o contelido de Ca®
nas céiulas do musculo liso vascular, demonstrando os efeitos autéerinos e paracrinos do
NO (Shin et al., 1992). A tapsigargina € capaz de depletar estoques intracelulares de Ca™
através da inibigdo da bomba Ca*-ATPase que, por sua vez, desencadeia o influxo de Ca*'
extracelular via canais de Ca™ sensiveis a nifedipina, ievando a ativagdo da NOS, e geracao
subsequente de NO (Moritoki et al.,, 1994, Petkov & Boev, 1996). Assim, em gorta torécica
de rato, a tapsigargina induz relaxamentos dependentes do endotélic e da producio de
GMPc (Moritoki ef al., 1994). Em nossos experimentos, a tapsigargina nao aiterou o fonus
basal dos tecidos, porém inibiu de modo significativo os relaxamentos de corpo cavernoso

induzidos pelo veneno de Tifyus serrulatus, bem como aquetes induzidos pela acetilcoling,
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bradicinina. ATP e adenosina. E provave! que tal efeito inibitdrio seja causado pela inibicdo
da Ca’"-ATPase de reticulo sarcoplasmético presente no musculo liso trabecular do corpo
cavernoso, tendo conseqii&ncia a manutengao de niveis sustentados de Ca” citoplasmatico,
mesmo na presenca da ativacdo da guanilato ciclase soluvel induzida peio NO. Entretanto,
nos resposias relaxantes induzidas pelo glicerilirinitrato, ndo se observou alteragao
significativa durante a infusao de tapsigargina.

A proteina quinase C {PKC) representa outro importanie sistema de segundo-
mensageiro envoivido na regulagdo da coniracdo de ceélulas muscuiares lisas. A adicdo de
um ativador de PKC, forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), reduz a expressdo de iNOS
nestas células, cujo efeito ocorre a nivel transcripcional (Geng ef al, 1994). Estas
observacdes sugerem que a ativacao da PKC esta envolvida na regulag@o negativa do gene
de expressao da iNOS e no fendmeno de contracao do masculo liso vascular. O PMA inibe a
liberagcdc de EDRF de células endoteliais de aorta bovina estimulada por varios agonistas
(De Nucci et af, 1988) além de inibir o relaxamento em resposta a varios agentes que
liberam NO diretamente como o nitroprussiato de sddio na aorta de rato (Obianime & Dale,
1989), de coelho (Urquhart & Broadley, 1991) e artéria coronaria de cio {Sheridan et a/.,
1991), bem como o0 A23187 na aorta de coeiho (Izzo & Peach, 1987) e artéria femural de céo
(Rubanyi et al, 1989). Adicionalmente, ¢ PMA inibe o relaxamento do muscuio liso e
geracdo de GMPc causados pela acetiicolina e pelo NO na aorta de rato (Morrison &
Pollock, 1990). Tais evidéncias sugerem que a ativagao da PKC pode ndo somente inibir a
producdo de NO nas células endoteliais, mas também o efeito relaxante direto do NO sobre
as celulas do musculo iiso vascular (Murphy ef a/., 1994). Todavia, na dose utilizada de PMA
(100 nM) os relaxamentos de corpo cavernaso induzidos pela acetilcolina, gliceriltrinitrato cu
veneno de Tityus serrulatus n&o foram afetados na presenga desta substancia. Estudos
subseqlientes serfo conduzidos no intuito de verificar ¢ efeito de doses elevadas desta
substancia sobre os relaxamentos induzidos pelos agentes citados acima.

Estudos conduzidos com o intuito de elucidar 0s mecanismos pelos guais as citocinas
induzem a NOS no musculo liso vascular demonstram que a staurosporina (inibider de PKC)
ndo afeta a inducdo da NOS ou producéo de NO,/NOs estimulada por interleucina 1,
{Kanno et af., 1993}). Outras evidéncias sugerem que o NO exerce um controle de feedback
negativo sobre a ativagdo da PKC (Nishizawa et a/., 1986). Estes dados sugerem que a

inibicdo da PKC pela staurosporina ndo apresenia quaisquer efeitos inibitdrios sobre o
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sistema NO-GMP ciclico € de acordo com 038 nossos resuitades, 0s relaxamentos de corpo
cavernoso induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus ndo foram afetados de modo
significativo peia staurosporina.

Demonstirou-se recentemente que a toxina pertussis (PTx), inibidor de proteina G
estimulatoria (Gs) nao apresenta efeitos sobre os relaxamentos de artéria mesenterica
bovina induzidos por estimulagéo elétrica (Leckstrom ef al., 1993). As subfamilias Gy e G; de
proteinas G sé@o sensiveis a PTx e estio implicadas na inibicdo da adenilato ciclase e na
modulacdo de varios canais idnicos e fosfolipase C em certos sistemas. Entretanto, a
incapacidade da PTx em inibir os efeitos da bradicinina em células endoteliais indica que
outras proteinas G podem estar associadas aos receptores B,. De modo semelhante, os
relaxamenios de corpo cavernoso de coelho induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus,
acetilcolina ou bradicinina nao foram alterados de maneira significativa pela PTx. Isto sugere
que duranie o mecanismo de transduc¢@o evocado pelo veneno, ndo parece haver um
acoplamento de proteinas G sensiveis a PTx com os canais de sodio ativados pela
despolarizagdo das fibras NANC ou canais de Ca” voltagem-dependentes, ativados
subseqientemente a abertura dos canais de sodio.

Pelo exposto acima, notamos que, provavelmente, o mecanismo intraneuronal de
transducado do veneno ndo envolve aqueles classicos descritos para outros tipos celulares.
Mais recentemente, tem sido descrito que a ativacdo de terminagBes nervosas sensoriais
dependem de canais de Cca* do tipo N (Zigmunt ef al., 1993; Zigmunt et a/., 1995) e, nesse
sentido, antagonistas seletivos desta classe de canais (w-conotoxinas) poderiam ser
ferramentas importantes para a compreensdo do mecanismo de transducdo de sinais
induzido pelo veneno.

Em resumo, o NO oriundo de fibras nitrérgicas tem sido proposto como um dos
principais mediadores do sistema NANC em tecido erétil (Ignarro et a/,, 1990; Kim et a/.,
1991; Pickard et af., 1991; Burnett ef af., 1992; Knispel ef al., 1992). A bNOS ja foi inclusive
localizada nas fibras NANC de corpo cavernoso de coelho (Bush et af., 1882). Os presentes
resultados nos permitem concluir que o veneno de Tityus serrulatus ativa terminagbes
nervosas nitrérgicas, no qual o primeiro passo seria a ativagéo de canais de Na’ presentes
nos terminais nervosos, com consequente liberagdo do neurotransmissor (NO).

Venenos de algumas espécies de escorpido contém varias proteinas basicas

neurotdxicas, além de cutros componentes como sais, compostos organicos e proteinas
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acidas (Watt & Simard, 1984). O venenc de Tityus serrulatus vem sendo investigado
extensivamente durante as trés Uitimas décadas e muitas das toxinas que constituem o
veneno ja foram descritas {Gomez & Diniz, 1966; Possani ef af, 1977, Jonas et al., 1986,
Arantes ef al., 1989; Marangoni et al., 1990, Sampaio et al., 1991; Marangoni ef al., 1985).
Os processos para o fracionamento de venenos de escorpido incluem uma combinacéo de
filtracdo em gel e cromatografia (além de recromatografias) de troca idnica. De acordo com
os resultados cbtidos as fragbes X, X| e Xil obtidas do veneno de Tityus serrulatus
promoveram relaxamento de corpo cavernoso de coelho, o qual mostrou ser dependente da
liberagdo de NO oriundo de terminagdes NANC, vistc que o L-NAME e a tetrodotoxina
inibiram estas respostas de modo eficaz. A caracterizagdo bioguimica e farmacoldgica
destas toxinas tem por objetivo elucidar e complementar os resuitados obtidos com @ veneno
bruto, tornando tais substancias ferramentas bastante uteis no entendimento do processo

fisioldgico da ere¢do peniana.
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0\ veneno de Tityus serrulatus relaxa o corpo cavernose de coeiho atraves da liberacao
!

% de Oxido nitrico (NO), visto que 0s relaxamentos foram afetados por inibidores da

sintese de NO e inibidores da guanilato ciclase solavel;

O veneno de Tityus serrufatus nao atua por ativacio do sistema de calicreina tissular
J nem por liberacdo de acetilcolina de fibras nervesas parassimpaticas, pois ndo se
observou inibicdo dos relaxamentos decorrente do bloqueio de receptores B, e de

receptores muscarinicos, respectivamente;

observacdo de que os varios blogueadores seletivos de canais de K™ utiizados nao
interferiu com o0s relaxamentos induzidos pelo veneno de Tityus serrufatus exciui a

participacao destes canais no mecanismo de transducdo do veneno;

Tityus serrulatus, indicando que a libera¢éo de NO evocada pelo veneno é precedida

por ativacao nervosa,

Q tetrodatoxina inibiu espectficamente os relaxamentos induzidos pelo veneno de
G descoberta de que os relaxamentos induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus ndo

foram afetados pelo vermelho de ruténio indica que o veneno, ao contrario da

capsaicina, ndo atua por ativagéo de fibras sensoriais primarias do tipo C:

P ortanto, € proposto que o veneno de Tifyus serrulatus atue por desencadear a

liberag&o de NO de nervos seletivamente nitrérgicos em carpo cavernoso de coelho:

@ veneno de Tityus serrulatus e suas fracbes ativas podem ser utilizados como
_ ferramentas farmacoldgicas para o entendimento do mecanismo de ativagdo de

nervos ndo-adrenérgicos nac-colinérgicos (NANC) em tecidos eréteis.
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SUMMARY

s

Tityus serrulatus is the most dangerous scorpion of the subfamily Tityinae in Brazil because
of the high toxicity of its venom and its widespread distribution in populous urban centers of
southeastern region of the country. The most important clinical manifestations of the human
envenomation by Tityus serrulatus are intense local pain and an immediate local burning
sensation which may last from few minutes to several hours. These manifestations may be
accompanied by autonomic dysfunctions such as vomiting, diaphoresis, tachycardia, mydriasis,
tachypnea, excessive salivation, arterial pressure disturbances, tremors, etc. Tifyus serrulatus
venom is known to act on nerve endings of the autonomic nervous system to stimulate the release
of either acetylcholine or catecholamines from different organs and tissues.

The erectile tissues from different animal species are innervated by adrenergic excitatory,
cholinergic inhibitory and non-adrenergic nan-cholinergic (NANGC) inhibitory nerve fibers which in
turn is believed to play a pivotal role in the neural mechanisms involved in penile erection through
the release of NO. Thus, the potential sources of NO production in the rabbit corpus cavernosum
preparation employed in this study are both NANC nerves and the endothelium covering the
network of sinusoidal capillaries supplying the cavernosal tissue. Since NANC nerve stimulation
causes corpus cavernosum relaxation, we have investigated the effects of Tifyus serrulatus
scorpion venom on the rabbit isolated corpus cavernosum.

The effect of Tityus serrufatus scorpion venom and its fractions on the rabbit isolated corpus
cavernosum (RbCC) was investigated using a bicassay cascade. The tissues were continuously
infused with indomethacin (5.6 pM) to inhibit the generation of cyclooxygenase products. Dried
Tityus serrulatus venom (400 mg) was purified using a CM-cellulose-52 column.

Tityus serrulatus venom {3-100 pg), acetylcholine (ACh; 0.3-30 nmol) and giyceryl frinitrate
(GTN: 0.5-10 nmol) dose-dependently relaxed RbCC preparations precontracted with
noradrenaline {3 uM).

The non-specific NO synthase (NOS) inhibitors N*-nitro-L-arginine methyt ester (L-NAME;
10 pM), N®-nitro-monomethyl-L-arginine {L-NMMA; 10 uM) and N®-iminoethyi-L-ornithine {(L-N1Q;
30 M) increased the tone of the RbCC tissues and markedily reduced both ACh- and Tityus
serrulatus venom-induced RbCC relaxations without affecting those evoked by GTN. The

inhibitory effect was reversed by infusion of L-arginine (300 puM), but not D-arginine (300 uM). The
- neuronal NOS inhibitor 1-(2-trifluoromethyiphenyl) imidazole (TRIM, 100 uM) affected neither the
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tone of the RbCC nor the relaxations induced by ACh, bradykinin (BKk), Tifyus serrufafus venom

and GTN. TRIM was approximately 1,000 times less potent than L-NAME in inhibiting rabbit
~ cerebellar NOS in vitro, as measured by the conversion of "Hl-L-arginine to ["H]-L-citrulline.

| The selective soluble guanylate cyclase inhibitor 1H-{1,2.4] oxadiazolo [4,3,-alquinoxalin-1-
- one] {ODQ; 30 uM) also increased the basal tone of the RbCC and abolished the relaxations
" induced by the agonists mentioned above. Methytene biue (30 uM) also inhibited the retaxations
- induced by Tityus serrulatus venom but, in contrast to ODQ, the inhibition was irreversible.

The protease inhibitor aprotinin (Trasylot™; 10 ng.mi™), the muscarinic receptor antagonist
atropine (1 uM) and the bradykinin B; receptor antagonist Hoe 140 (D-Arg-[Hyp’ Thi®.D-Tic’, Oic’-
BK; 50 nM) did not affect the RbCC relaxations induced by Tityus serrulatus venom. Potassium
channel antagonists such as glybenclamide (10 uM), apamin (0.1 uM), charybdotoxin (0.1 pM) and
- tetraethytammonium (10 uM) aiso failed to affect the venom-induced relaxations.

Capsaicin (3 and 10 nmol) relaxed the RbCC tissues in a dose-dependent and non-
tachyphylactic manner. Ruthenium red (30 p.Nl)‘_ an inhibitor of capsaicin-induced responses,
- markedly reduced the RbCC relaxations caused by capsaicin, but failed to affect the RbCC
relaxations induced by Tityus serrufatus venom. L-NAME (10 uM) had no effect on the capsaicin-
- induced RbCC relaxations. On the other hand, the sodium channel blocker tetrodotoxin (TTX; 1
uM) abolished the RbCC relaxations induced by Tityus serrufatus venom without affecting those
evoked by capsaicin, ACh and GTN. Tetrodotoxin (1 uM) also promptly reversed the response to
the venom when infused during the relaxation phase.

The bioassay cascade of thirteen different toxin components purified from the whole venom
~ revealed that only fractions X, Xl and Xl caused dose-dependent RbCC relaxations and this was
markedly reduced by either TTX (1 uM) or L-NAME (10 uM).

We propose therefore that Tityus serrufatus venom acts selectively on NANC fibers,
possibly nitrergic nerves, and that the NO generated in the nerve diffuses through the nerve
endings to relax the adjacent vascular smooth muscle. Indeed, neuronal NOS (bNOS) has been
detected in both the rat and human penis using an specific NOS antibody and
immunohistochemistry. The findings that TRIM, a specific neuronal NOS inhibitor in the mouse,
did not affect the NO release induced by Tityus serrulatus venom, may reflect its reduced potency

on the rabbit enzyme.



