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Resumo

Objetivo: Caracterizar o subtipo de receptor para cinina envolvido no relaxamento
de corpo cavernoso humano induzido por bradicinina (BK), Lys-bradicinina (Lys-
BK), Met-Lys-bradicinina (Met-Lys-BK) e des-Arg®-bradicinina (des-Arg®-BK) e
investigar se o relaxamento do corpo cavernoso humano induzido por cininas é
devido a estimulagdo de nervos nao-adrenérgicos e nao colinérgicos que
suprem o tecido cavernoso. Material e Métodos: Tecido cavernoso humano
proveniente de doadores cadaveres de multiplos 6rgéaos para transplante foram
retirados e imediatamente colocados em solucdo de krebs e mantido & 4°C até
a utilizag@o (nunca excedendo 24 horas apés a remogao). O tecido foi cortado
em fragmentos de aproximadamente 2cm, colocados em supensdo em sistema
de cascata e superfundidos com solugao de krebs oxigenada e morna a cinco litros
por minuto. Apds equilibrio do fragmento em cascata por aproximadamente 90
minutos, noradrenalina (3umol/L) foi infundida para indugdo de contragio
submaxima dos fragmentos de corpo cavernoso humano (CCH). A liberacao de
produtos da ciclooxigenase foi prevenida pela infusdo de indometacina (6pmol/L).

Os fragmentos de CCH foram calibrados injetando em bolus o nitrovasodilatador
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gliceril trinitrato (GTN) e a sensibilidade dos tecidos foi ajustada eletronicamente.
Os agonistas (cininas, histamina e acetilcolina) foram injetados como simples
bolus (acima de 100pL) e o relaxamento dos fragmentos de CCH foram expressos
como uma percentagem de relaxamento submaximo induzido por GTN.
Resultados: Bradicinina, Lys-bradicinina e Met-Lys-bradicinina relaxaram de
maneira significativa os fragmentos de CCH; em base molar, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os graus de relaxamento induzido por estes
peptideos. O agonista de receptor B1 de cininas des-Arg®-bradicinina nao teve
efeito sobre os fragmentos de CCH. A infus&o do antagonista de receptor B2 de
cininas HOE 140 (50mmmol/L) aboliu o relaxamento induzido pela bradicinina,
Lys-bradicinina e Met-Lys-bradicinina sem afetar aqueles induzidos por acetilcolina
e histamina. A infus&o do inibidor de 6xido nitrico sintase Nw-nitro-L-Arginina metil
éster aumentou os ténus dos fragmentos de CCH e reduziu significativamente
(p < 0,01) o relaxamento induzido por BK (74%), Lys-BK (90%), Met-Lys-BK
(87%) e acetilcolina (89%) sem afetar aqueles induzidos por GTN. A infusao
subsequente de L-arginina (300pmol/L) reverteu parcialmente a hipertonicidade
e restaurou significativamente (p < 0,01) o relaxamento induzido por BK, Lys-BK
e Met-Lys-BK. Os resultados foram similares com o inibidor de guanilato ciclase
1H-[1,2,4] oxadiolo [4,3,-alquinoxalin-1-one] que reduziu em mais de 95% (p <
0,01) o relaxamento induzido por BK, Lys-BK, Met-Lys-BK, acetilcolina e GTN.
A infusao do bloqueador de canal de sodio tetrodotoxina nzo teve efeito
significativo no relaxamento dos fragmentos de CCH induzidos por BK, GTN e
acetilcolina. Concluséo: Este estudo demonstra claramente a existéncia funcional

de receptores de cininas B, em tecido erétil de corpo cavernoso humano e que,
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guando ativados, liberam éxido nitrico, Relaxando a musculatura lisa destes
tecidos. Como a tetrodotoxina ndo conseguiu afetar o relaxamento induzido por
cininas dos segmentos de corpo cavernoso humano, € provavel que estes
peptideos liberem oxido nitrico do endotélio dos sinusoides, e nao de neurénios
que inervam o tecido cavernoso. Embora as calicreinas teciduais e seus produtos
tenham sido encontrados no sistema reprodutor masculino, a importancia

fisiopatolégica da sua presenga nestes tecidos nao esta totalmente elucidada.
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Summary

Objective: To caracterize the kinin receptor subtype involved in the relaxation of
human isolated corpus cavernosum (HCC) induced by bradykinin (BK). Lys-
bradykinin (Lys-BK), Met-Lys-bradykinin (Met-Lys-BK) and des-Arg®-bradykinin
(des-Argg-BK). and to investigate whether the kinin-induced relaxation of HCC
results from the stimulation of nonadrenergic, noncholinergic (NANC) neurons
supplying the cavernosal tissue. Materials and Methods: Excised HCC tissues
were immediately placed in Krebs solution and kept at 4°C until use (never >24
hours after removal). HCC was cut in strips of ~ 2 centimetres, supended in a
cascade system and superfused with oxygenated and warmed Krebs solution at
5 mL/minute. After equilibration for ~ 90 minutes , noradrenaline (3umol/L) was
infused to induce a submaximal contraction of the HCC strips. The release of
cyclo-oxygenase products was prevented by infusing indomethacin (6pmol/L).
HCC strips were calibrated by injecting a single bolus of the nitrovasodilator
glyceryl trinitrate (GTN) and the sensitivity of the tissues adjusted electronically
to be similar. The agonists (kinins, histamine and acetylcholine) were injected as a
single bolus (up to 100uL) and the relaxation of HCC expressed as a percentage

of the submaximal relaxation induced by GTN. Results: Bradykinin, Lys-BK and
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Met-Lys-BK significantly relaxed the HCC tissues; on a molar basis, there was
no statistical difference among the degrees of relaxation induced by these
peptides. The B4 kinin receptor agonist des-Arg®-bradykinin had no effect on the
HCC. The infusion of the B, kinin receptor antagonist Hoe 140 (50nmol/L)
virtually abolished the relaxation induced by BK, Lys-BK and Met-Lys-BK without
affecting those induced by acetylcholine and histamine. The infusion of the nitric
oxide synthase inhibitor NW-nitro-L-arginine methyl ester increased the tone or
the HCC tissues and significantly reduced (p < 0.01) the relaxation induced by
BK (74%), Lys-BK (90%), Met-Lys-BK (87%) and acetylcholine (89%) without
affecting those induced by GTN. The subsequente infusion of L-arginine (300
umol/L) partially reversed the increased tone and significantly (P < 0.01) restored
the relaxation induced by Bk, Lys-BK and Met-Lys-BK. The results were similar with
the novel guanylate cyclase inhibitor 1H-{1 2,4] oxadiazolo[4,3,-alquinoxalin-1-one]
which reduced by > 95% (p > 0.01) the relaxation induced by BK, Lys-BK, Met-
Lys-BK, acetylcholine and GTN. The infusion of the sodium-channel bolcker
tetrodotoxin had no signficant effect on the BK-, GTN- and acetylcholine-induced
relaxation of HCC. Conclusion: This study clearly showed the existence of
functional B kinin receptors in human erectile tissues that when activated lead
to the release of NO and hence relaxation of the HCC tissues. As tetrodotoxin
failed to affect the kinin-induced relaxation of HCC strips, it is likely that these
peptides release NO from the endothelium of sinuoidal capillaries rather than from
neuronal sources supplying the cavernosal tissue. Although tissue kallikreins
and their components have been found in the male reproductive system, the
physiopathological importance of these findings has yet to be elucidated.
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1. Introducgao

w

1.1. Epidemiologia

Disfuncao erétil (DE) que é a incapacidade permanente de obter e/ou
manter erecao rigida suficiente para uma atividade sexual satisfatdria (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH [NIH] CONSENSUS CONFERENCE ON IMPOTENCE,

1993), deve substituir o termo impoténcia devido ao carater pejorativo do ultimo.

Nos Estados Unidos da América, especificamente na cidade de Boston, o
primeiro estudo epidemiolégico multidisciplinar para avaliagao da incidéncia e
prevaléncia da impoténcia e seus fatores de risco baseado na comunidade e com
amostras randomizadas foi realizado pelo Male Massachussets Aging Study. O
primeiro trabalho publicado deste estudo que envolveu 1.290 homens com
parceiras fixas, com idades variando de 40 a 70 anos de idade, demonstrou que
a prevaléncia de impoténcia foi de 52% (minima - 17,2%; moderada - 25,2%;
completa- 9,6%) (Figura 1). Extrapolando estes nimeros para a populagdo
norte-americana, estimou-se que cerca de 18 milhdes de homens eram impotentes

naquele pais. Também verificou-se que a probabilidade de impoténcia completa em
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individuos com 40 e 70 anos aumentava de 5,1% para 15% e de 17% para 34%
quando a impoténcia era considerada complexa e moderada, respectivamente.
A probabilidade de impoténcia minima ndo se modificou, ou seja, 17% para os
dois grupos (Figura 2). Os fatores de risco que estavam associados com
impoténcia neste estudo foram diabetes, hipertens&o arterial, doenga cardiaca,
doenca ulcerosa nao tratada, artrites, medicamentos cardiovasculares (incluido
os medicamentos anti-hipertensivos), habito de fumar, agentes hipoglicemiantes

e depressao (FELDMAN et al., 1994).

Homens de 40 a 70 anos

Completo
(10%)

Figura 1. Prevaléncia da Disfuncéo Erétil — “MASSACHUSETTS MALE
AGING STUDY” (FELDMAN, et al., 1994).
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Figura 2: Associagdo entre idades e prevaléncia de disfungdo erétil

MASSACHUSETTS MALE AGING STUDY (FELDMAN et al., 1994).

MOREIRA et al. (2001), avaliando 1.286 homens, com idade acima dos
18 anos, de nove cidades de grande porte no Brasil, verificaram que 46,2% dos
entrevistados apresentavam algum grau de disfuncéo erétil (DE):31,5% DE
minima, 12,1% moderada e 2,6% completa. A prevaléncia de DE completa

aumentou dez vezes (de 1% para 11%) entre individuos com idades abaixo de

40 anos e individuos com idades superiores aos 70 anos (Figura 3).
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Figura 3. Grupos de idade (anos). Prevaléncia e severidade da disfungdo eretil
por idade no Brasil (n=1170) - (MOREIRA Jr. et al., 2001)

1.2. Anatomia Peniana

1.2.1. Morfometria

O pénis é uma estrutura cilindrica que tem um comprimento de 8,8cm,
quando flacido; 12,4cm quando esticado e 12,9cm quando em eregdo, sendo
que nem a idade do homem nem o tamanho do pénis flacido podem predizer o
comprimento do pénis ereto (WESSELLS, LUE, MCANINCH, 1996). Outro estudo
observou que o comprimento pode variar de 10cm a 20cm e a espessura de

3cm a 5cm quando ereto (SCHONFIELD, 1943).

ROS, TELOKEN, SOGARI (1994), examinando 150 homens de Porto Alegre,
RS, potentes e que ndo tinham como queixa o tamanho peniano, constataram
uma variagdo do tamanho do pénis em ere¢édo de 9 a 19cm, com uma média de
14,5cm. A circunferéncia média proximal foi de 11,92cm e a circunferéncia

meédia distal foi de 11,05cm.
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O pénis apresenta trés estruturas cilindricas: dois corpos cavernosos pareados
e um corpo esponjoso. Os corpos cavernosos sao as principais estruturas envolvidas
na erecgdo. Estao interligados através de um septo de tecido conjuntivo denso, que
faz parte da tunica albuginea. Os septos s&o perfurados, permitindo a comunicagéo

entre os corpos cavernosos (Figura 4) (SAENZ DE TEJADA et al., 1999).

Pele

Veia Dorsal Superficial do Pénis

Nervo Dorsal do Pénis

Artéria Dorsal do Pénis

Veia Dorsal Profunda do Pénis

Corpo Cavernoso

Tunica Albuginea do
Corpo Cavernoso

Fascia Profunda do Pénis

Fascia Superficial do Pénis

Artéria Cavernosa

Artéria Uretral

Uretra e

Corpo Esponjoso /

Figura 4. Corte tridimensional do pénis.
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O corpo esponjoso também é uma estrutura cilindrica que contém a
uretra e esta localizado logo abaixo dos dois corpos cavernosos (ANDERSSON

& WAGNER, 1995).

1.2.2. Sistema Arterial

O pénis ¢ irrigado primariamente pela artéria hipogastrica. Um dos seus
ramos, a artéria pudenda interna, divide-se em artéria bulbo uretral, dorsal do pénis
e cavernosa. As artérias bulbouretrais irrigam a uretra e a glande. As artérias
dorsais do pénis correm sobre os dois corpos cavernosos, as 1 e 11 horas,
juntamente com os nervos dorsais e a (s) veia (s) profunda (s) do pénis e irrigam
estruturas superficiais como a pele e também enviam ramos para o corpo

cavernoso através de artérias perfurantes (SHETTY & FARAH, 1999).(Figura 5).

Figura 5. Artérias e nervos do pénis. (JARDIN, et al., 2000)
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As artérias cavernosas sado o eixo central dos corpos cavernosos. Deste
eixo, saem milhares de pequenas artérias de resisténcia chamadas helicinas,
nome devido a sua emergéncia das artérias cavernosas como formando uma
hélice. Estas artérias, por sua vez, nutrem as trabéculas e desembocam nos

espacos sinusodides (NITARAHA & LUE, 1999) (Figura 6).

Arteria Pénis Flacido

Septo Intercrural

Tunica Albuginea
do Corpo Cavernoso

Veia Dorsal Profunda do Pénis Pénis Ereto

Artéria Dorsal do Pénis

Corpo Cavernoso

Artéria Cavernosa

Artérias Helicinas / :

Uretra

Corpo Esponjoso

Artéria Uretral

Figura 6. Mecanismo de Eregdo. Corte tridimensional.
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1.2.3. Sistema Venoso

O sistema venoso ocorre em trés niveis: superficial, intermediario e
profundo. O sistema superficial, que tem conexdes com o sistema profundo,
drena o sangue da pele peniana para a veia safena e veias pudendas externas.
O sistema intermediario consiste das veias dorsais profundas e veias circunflexas.
O sistema profundo € a drenagem do sangue das trabéculas e espagos
sinusoidais para o sistema de vénulas subtunicais que coalescem para formarem
as veias emissarias logo abaixo da tunica albuginea. As veias emissarias, por
sua vez, perfuram a tunica albuginea e desembocam nas veias circunflexas

(ABOSEIF & TANAGHO, 1999).

1.2.4. Histologia

Histologicamente, os corpos cavernosos sao leitos vasculares unicos,
compostos por estruturas sinusoidais cujo intersticio, entre um sinusodide e outro,
composto pelas trabéculas. Estes espagos sinusoidais s&o irrigados pelas
artérias helicinas, quando o pénis esta ereto, e drenam para as vénulas subtunicais.
O pO2 do sangue destes espagos € de 20-40mmHg, quando o pénis esta flacido,

e entre 90 e 100mmHg, quando o pénis esta em erecao (KIM et al., 1993).

As trabéculas sdo compostas por musculatura lisa (40%-50%), tecido
conjuntivo (45-50%), fibroblastos, nervos e endotélio, dos espagos sinusoidais

(WESPES et al., 1991).
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A tunica albuginea € uma estrutura composta por tecido conjuntivo denso
com duas camadas principais, uma externa com fibras colagenas longitudinais
e outra interna com fibras colagenas circulares que revestem os dois corpos
cavernosos e compoe o septo. Pela sua composigcao, apresentam elasticidade
muito limitada e tém papel importante no mecanismo de veno-ocluso para a

manutencao da erecdo (MONCADA IRIBARREN & SAENZ DE TEJADA, 1997).

1.2.5. Sistema Linfatico

A linfa da pele do pénis e a do preplcio drenam para o plexo pré-sinfiseal,
onde este se divide em direito e esquerdo, juntando a estes os linfaticos do
escroto e do perineo. Estes linfaticos correm junto com as veias pudendas
externas até terminarem nos linfonodos inguinais superficiais. A linfa da glande
e uretra anterior drenam para os linfonodos inguinais profundos e présinfiseais.
Ocasionalmente, drenam para os linfonodos iliacos externos (SHETTY &
FARAH, 1999). No entanto, a drenagem linfatica da uretra posterior se faz para

os linfonodos iliacos internos (DEVINE & ANGERMEIER, 1994).

1.2.6. Inervagao

O pénis apresenta trés tipos de enervagdo: simpatico toracolombar,
parassimpatico sacral e somatico sacral. O centro simpatico esta localizado na
zona cinzenta intermediolateral entre o décimo segmento espinhal toracico € o

segundo segmento espinhal lombar. As fibras pésganglionares advindas dos plexos
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hipogastrico superior, pélvico e da cadeia ganglionar paravertebral juntam-se

para formar o nervo cavernoso.

O centro parassimpatico sacral fica localizado na substancia cinzenta
intermediolateral do segundo ao quarto segmento espinhal sacral. As fibras
préganglionares sacrais constituem o nervo pélvico que chega ao plexo pélvico.
Do plexo pélvico saem as fibras pés-ganglionares parassimpaticas, que também

vao constituir o nervo cavernoso.

Os nervos cavernosos, direito e esquerdo, contendo fibras pés-ganglionares
simpaticas e parassimpaticas, deixam a pelve passando postero lateralmente a
prostata e entram nos corpos cavernosos anteriormente, a 1 e 11 horas, logo
apos terem passado pela uretra membranosa (MONCADA IRIBARREN & SAENZ
DE TEJADA, 1997). O conhecimento da anatomia dos nervos cavernosos tem
facilitado na sua preservagdo para a manutengdo da poténcia em pacientes
submetidos a prostatectomia radical (WALSH & DONKER, 1982; LUE et al.,

1984) (figura 7).

A inervagao somatica se faz através do nervo pudendo, que compreende
fioras eferentes motoras que inervam os miusculos isquiocavernosos e
bulbocavernosos, assim como fibras aferentes sensitivas provenientes do pénis
e da pele do perineo. O nervo dorsal do pénis € um dos ramos do nervo
pudendo. Terminais nervosos proprioceptivos e sensitivos da superficie da
tunica albuginea e terminais nervosos da pele e glande peniana compdem o

nervo dorsal do pénis (AMARENCO & CASANOVA, 1991).
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1.3. Hemodinamica da Eregao

O processo de erecao e detumescéncia foi dividido em diferentes fases

(ABOSEIF & LUE, 1988, ANDERSSON & WAGNER, 1995).

Fase 0 é o estado de flacidez peniana. Durante este estado, as artérias
cavernosas e a musculatura lisa cavernosa estdo contraidas, sob a
influéncia, principalmente, do sistema nervoso simpatico. O fluxo
sanguineo pelas artérias cavernosas € minimo e mantido por motivos
nutricionais. O fluxo pelas vénulas subtunicais e veias emissarias é
livre, sem nenhum obstaculo. Eletromiografia neste estado demonstra
contratilidade da musculatura lisa (WAGNER, GERSTENBERG,
LEVIN, 1989).

Fase 1 é a fase latente ou de enchimento. Apds estimulagdo sexual, o
sistema nervoso parassimpatico aumenta a sua atividade, aumentando
o fluxo sangiiineo pelas artérias pudendas internas e cavernosas. A
resisténcia no corpo cavernoso diminui devido ao relaxamento das
artérias helicinas e musculatura lisa das trabéculas. O pénis aumenta
em comprimento. A pressao intracavernosa ndo aumenta, assim como

a pressao sanguinea sistémica.

Fase 2 é a fase de tumescéncia. O fluxo sanguineo em homens
jovens aumenta de 25 a 60 vezes comparado ao estado de flacidez. A

pressdo intracavernosa aumenta rapidamente. A complacéncia do
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corpo cavernoso aumenta significativamente devido ao relaxamento da
musculatura lisa trabecular. O pénis aumenta de comprimento e

diametro. No final desta fase, o fluxo sangtiineo arterial diminui.

Fase 3 é a fase de eregédo plena. O corpo cavernoso aumenta o seu
diametro devido ao acumulo de sangue e comprime as vénulas
subtunicais contra a tlnica albuginea, reduzindo o retorno venoso. A
pressao intracavernosa fica 10 a 20mmHg abaixo da pressdo sanglinea

sistolica.

Fase 4 é a fase de eregéo rigida ou esquelética. A pressao intracavemosa
esta bem acima da pressao sangiinea sistélica, consequéncia da
contracdo da musculatura isquiocavernosa e bulbocavernosa. Nao

existe fluxo pelas artérias cavernosas durante esta fase.

Fase 5 é a fase de transigdo. Aumenta a atividade do sistema nervoso
simpatico, aumentando, assim, a contratilidade da musculatura lisa
das artérias e das trabéculas. O fluxo arterial é reduzido, no entanto o

mecanismo veno-oclusivo ainda esta ativo.

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

da pressao intracavernosa, as vénulas subtunicais aumentam o fluxo.

Fase 7 é a fase de detumescéncia rapida. A pressao intracavernosa
declina rapidamente, o mecanismo de veno-oclusado esta desativado

e o pénis retorna ao estado de flacidez.
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1.4. Mecanismos moleculares na regulagio da contratilidade da
musculatura lisa do corpo cavernoso

A contragéo e o relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso (artérias
e trabéculas) dependem de varios fatores que, coordenados, podem levar a
erecado ou a detumescéncia: nivel adequado de agonistas (neurotransmissores,
horménios e substancias derivadas do endotélio), expressdao adequada de
receptores nas células ou estruturas alvo, integridade dos mecanismos de
transducéo, homeostase do ion calcio, interagio das proteinas contrateis e uma

efetiva comunicacéao intercelular (gap junctions) (SAENZ DE TEJADA, 2000).

As diferentes estruturas do pénis recebem inervagao simpatica,
parassimpatica e nao adrenérgica e nao-colinérgica (NANC). Os nervos NANC
contém n&o somente neuropeptideos, mas também transmissores e enzimas
moduladoras ou geradoras de transmissores, como & o caso das 6xido nitrico

sintases e das hemooxigenases (SAENZ DE TEJADA, 2000).

Transmissores NANC podem ser encontrados em nervos colinérgicos e
adrenergicos, portanto sendo dificil caracterizar as populagdes de nervos baseado
em seus transmissores (LUNDBERG, 1996). Assim sendo, um importante grupo
de nervos no corpo cavernoso contém acetilcolina (Ach), mas também NOS,

polipeptideo vasointestinal (VIP) e neuropeptideo Y ( HEDLUND et al.; 2000).

O endotélio dos vasos também apresenta fungdo importante no
mecanismo de relaxamento e contragdo da musculatura lisa, liberando poderosos

vasodilatadores como € o caso da prostaciclina (MONCADA et al., 1976), fator
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relaxador derivado do endotélio (FRDE) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980), e
também metabolizando substancias vasoativas, como as catecolaminas,

angiotensina, bradicinina e prostaglandinas (VANE, 1969).

1.4.1. Contracao da musculatura

e Noradrenalina

A noradrenalina, também conhecida como norepinefrina, & sintetizada a
partir da tirosina através de uma sequéncia de etapas envolvendo enzimas e
co-fatores. A noradrenalina € o neurotransmissor das fibras simpaticas pos-

ganglionares (LEFKOWITZ, HOFFMAN, TAYLOR, 1996).

O corpo cavernoso recebe uma inervacdo simpatica muito rica. E aceito
que o estado de flacidez peniano € mantido principalmente pela tonicidade
simpatica. A noradrenalina liberada estimula receptores alfa das artérias penianas
(cavernosa e helicinas) e trabéculas, contraindo a musculatura (ANDERSSON

& WAGNER, 1995).

Existem no corpo cavernoso receptores alfa e beta, com predominio dos
primeiros. Para cada receptor beta existem dez receptores alfa (LEVIN & WEIN,
1980). Os andrégenos devem regular a responsividade dos receptores alfa. REILLY,
STOPPER, MILLS, (1997), comparando ratos normais com ratos castrados,
verificaram que os ratos castrados apresentavam reatividade aumentada quando

os receptores alfa 1 eram estimulados.

Introdugéo 29



Tanto receptores alfa 1 quanto alfa 2 foram demonstrados em corpo
cavenoso humano, no entanto com predominancia dos receptores alfa 1 (GOEPEL

et al., 1999).

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

demonstraram um predominio de alfa 1A, alfa 1B e alfa 2A.

TRAISH et al. (1997) comprovaram expressao de RNAm para alfa 2A,
alfa 2B e alfa 2C em todo o corpo cavernoso humano. Ndo se sabe, até o
momento, se os receptores alfa 2 sédo importantes para a regulagéo do ténus da
musculatura lisa do corpo cavernoso. Receptores alfa 2 pré-juncionais modulam
a liberagdo de noradrenalina dos nervos simpaticos do corpo cavernoso
(MOLDERINGS et al., 1989). Todavia, estimulagcdo de receptores alfa 2 pré-
juncionais de artérias penianas de resisténcia de cavalos inibem a liberagao de
transmissores nao-adrenérgicos e nao-colinérgicos (SIMONSEN et al., 1997)

(figura 8).
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Figura 8. Receptores adrenérgicos e mecanismo de relaxamento
e contracdo da musculatura lisa do corpo carvernoso (JARDIN, et
al., 2000)

O mecanismo de transdugao intracelular, quando os receptores alfa sao
estimulados, se faz através do metabolismo do fosfatidil inositol pela enzima
fosfolipase C, produzindo o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O

inositol trifosfato, por sua vez, agindo no receptor para |IP; na membrana do
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reticulo sarcoplasmatico, libera o calcio para o citoplasma, aumentando a

concentracdo deste ion. O DAG estimula a proteina cinase C que, por sua vez,

aumenta o efluxo de calcio pelos canais de calcio e diminui a saida de potassio

pelos canais de potassio (SAENZ DE TEJADA, 2000) (Figura 9).

Contracio
W, Norepinefrina

K (-)

Figura 9. Mecanismo de contragdo da musculatura lisa do
corpo cavernoso induzido por norepinefrina JARDIN, et al,
2000).
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¢ Endotelinas

As endotelinas sdo uma familia de trés peptideos que foram descobertos
em 1988 (YANAGISAWA et al., 1988), a saber: endotelina 1 (ET1), endotelina 2
(ET2) e endotelina 3 (ET3). Elas foram demonstradas em corpo cavernoso humano
e acredita-se na contribuicdo destes peptideos na manutencdo do tonus da
musculatura lisa dos corpos cavernosos. ET1 é um potente vasoconstritor
sintetizado pelo endotélio lacunar e possivelmente pela musculatura lisa
trabecular (HOLMQUIST, ANDERSSON, HEDLUND, 1990: SAENZ DE TEJADA,
1990). A endotelina 1 € um constritor mais potente que as endotelinas 2 e 3

(SAENZ DE TEJADA, 1991).

Dois tipos de receptores, ETa e ETg, sdo responsaveis pela agdo das
endotelinas  na musculatura lisa. O receptor ETs € o principal mediador das
endotelinas, contraindo a musculatura lisa, e o receptor ETg, esta presente
principalmente no endotélio, mediando uma resposta vasodilatadora endotélio-

dependente (ARI et al., 1996).

Também foi demonstrato que a endotelina 1 potencializa os efeitos

vasoconstritores da noradrenalina (GONDRE & CHRIST, 1998).

O mecanismo de transdugao intracelular para ambos os receptores se faz
através da ativagao da fosfolipase C mediada por uma proteina G, levando a
hidrdlise do fosfatidilinositol e formagao de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol

(DAG), com liberagéo de calcio do interior do reticulo sarcoplasmatico para o
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sarcoplasma e também através da ativagdo da proteina quinase C (PKC)

(HOLMQUIST et al., 1990; HOLMQUIST et al., 1992) (Figura 10).

Contracao
kEndotelina

K'(-)

Figura 10. Mecanismo de contragado da musculatura lisa do
corpo cavernoso induzido por endotelina JARDIN, et al,
2000).
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e Angiotensina

O sistema renina angiotensina & de extrema importancia na regulacao da
pressao arterial a longo e curto prazo. A renina é sintetizada, armazenada e
secretada na circulagao arterial renal pelas células justaglomerulares granulares
situadas nas paredes das arteriolas aferentes, a medida que entram nos
glomerulos. Fatores que reduzem a pressao arterial, como as redugdes no volume
sanglineo (dieta hipossddica, diuréticos, perda sangiiinea, insuficiéncia cardiaca
congestiva, etc.) ou redugdes na resisténcia periférica total (por exemplo, uso de

vasodilatadores), ativam a liberagéo de renina (JACKSON & GARRISON, 1996).

A renina atua sobre o angiotensinogénio para catalisar a formagéo do
decapeptideo angiotensina |. Este decapeptideo € clivado pela enzima conversora
de angiotensina (ECA), uma cininase I, produzindo o octapeptideo angiotensina I

(JACKSON & GARRISON, 1996).

Os efeitos da angiotensina Il sdo exercidos através de receptores especificos
na superficie celular. Existem dois subtipos de receptores da angiotensina, AT1
e AT2, que ja foram clonados e caracterizados farmacologicamente MURPHY et
al., 1991), mas existem outros dois receptores nao totalmente caracterizados, do
ponto-de-vista farmacolégico: AT3 e AT4 (CHAKI & INAGAMI, 1992; SWANSON
et al., 1992). Até o momento, todos os efeitos farmacolégicos da angiotensina Il
parecem ser mediados pelo receptor AT1, nao tendo sido definido o papel

funcional do AT2.
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Os receptores AT1, quando ativados pela angiotensina II, levam a ativacao
da fosfolipase C, mediada por uma proteina G. A fosfolipase C, por sua vez,
hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato para gerar o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se a receptores nos canais que liberam Ca**
nos seus depositos intracelulares (reticulo sarcoplasmatico), liberando o ion no
sarcoplasma. O diacilglicerol por sua vez, ativa a proteina quinase C (PKC) que,
por sua vez, também ativa o sistema de troca Na'/H*. Todos estes eventos
resultam no aumento do calcio idnico intracelular estimulando a interagao

actina-miosina e a contragado da musculatura lisa (figura 11).

O corpo cavernoso humano produz e secreta quantidade relevante de
angiotensina ll. Injecao intracavernosa de angiotensina Il em caes causou contragao
e terminou eregbes em caes anestesiados. Contudo, quando administrado losartan
(antagonista do receptor AT1), houve relaxamento da musculatura lisa e eregcao

(KIFOR et al., 1997).

BECKER et al. (2001) demonstraram que os niveis plasmaticos de
angiotensina |l em corpo cavernoso de humanos aumentaram de 21,8 +/- 4,6
pg/ml no estado de flacidez para 27,9 +/- 10 pg/ml no estado de detumescéncia.
No plasma periférico, os niveis de angiotensina Il foram de 17,2 +/- 6,2 pg/mi
para 19,5 +/- 6,5 pg/ml nos estagios penianos respectivos. Assim, os niveis de
angiotensina Il no sangue cavemoso foram 30% maiores que no sangue periférico
retirados da veia cubital, sugerindo um papel importante da angiotensina na
contragado da musculatura lisa do corpo cavernoso durante o periodo de

detumescéncia peniana.
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Figura 11. Mecanismo de agéo da angiotensina I na contragdo da musculatura lisa.
ANG Il: Angiotensina Il - AT,REC: Receptor de Angiotensina - PLD: Fosfolipase D
PLC: Fosfolipase C - DAG: Diacilglicero! - PKC: Proteina Quinase C

IP3: Inositol Trifosfato (TOUZ & SCHIFFRIN, 2000).

1.4.2. Relaxamento da Musculatura Lisa do Corpo Cavernoso

e AcetilColina (Ach)

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

A catalisado pela enzima acetiltransferase. A localizagdo imunocitoquimica desta
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enzima & de muito valor na identificacdo de axonios colinérgicos (BROWN &
TAYLOR, 1996). A degradagdo da acetilcolina se faz através da acao da
acetilcolinesterase (TAYLOR, 1996). O corpo cavernoso humano e de varios
animais € rico em nervos contendo acetilcolinesterase (ANDERSSON &

WAGNER, 1995).

Existem basicamente dois tipos de receptores para a acetil colina: os
nicotinicos e os muscarinicos. Os receptores nicotinicos estéo ligados a canais
iGnicos e sua ativagao causa um aumento rapido da permeabilidade de sédio e
calcio. Os receptores muscarinicos pertencem a classe de receptores acoplados

a proteina G (BROWN & TAYLOR, 1996).

Cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1, M2, M3, M4 e M5) foram
detectados através de clonagem, sendo que quatro subtipos foram identificados
em corpo cavernoso humano. O receptor na musculatura lisa seria o M2 e no

endotélio o M3 (TRAISH et al., 1995b).

COSTA et al. (1993) calcularam que o nimero de sitios que se ligavam a
acetilcolina na musculatura lisa do corpo cavernoso era de 45.000, 15 vezes
menor que o numero de receptores alfa-adrenérgicos. Nestas células, o carbacol
(agonista muscarinico com pouca susceptibilidade a acetilcolinesterase) produz
contragao. Isso significa que o relaxamento induzido pela acetilcolina na musculatura
lisa se faz indiretamente, ou inibindo a liberagdo de um fator de constriggo
(noradrenalina, por exemplo) e / ou através da liberagcdo de um fator de relaxamento

(6xido nitrico, por exemplo).
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TRIGO ROCHA et al. (1993), estudando a neurofarmacologia da erecao
em caes anestesiados, observaram que injecéo de atropina intracavernosa reduzia
claramente a presséo intracavernosa. A injegdo de acetilcolina no interior dos
corpos cavernosos aumentou de 65% a 100% a pressao intracavernosa, quando
comparada aquela apés estimulacao elétrica dos nervos pélvicos. Estes dois
achados sugerem um efeito relaxante da acetilcolina. Quando ela era administrada
apés o uso de CHAPS (3-{(3-colamidopropil) dimetilamonio}1-propanosulfato), um
detergente que destréi o endotélio vascular e lacunar, ndo se observava aumento
da pressao intracavernosa, comprovando assim, que a agdo da acetilcolina é
dependente da integridade do endotélio. O fato de que ocorre erecdo apds
estimulagao do nervo pélvico, mesmo apos a destruigdo do endotélio por CHAPS,
implica que a liberagao de neurotransmissores responsaveis pela erecio é apenas
parcialmente endotélio-dependente e que os terminais nervosos e a musculatura

também podem liberar neurotransmissores.

E importante frisar que a atividade parassimpatica nao necessariamente
se resume a agao da acetilcolina. Outros transmissores podem ser liberados de
nervos colinérgicos (LUNDBERG, 1996). A atividade parassimpatica pode causar
tumescéncia ou eregao, inibindo a liberagdo de noradrenalina através da
estimulagao de receptores muscarinicos em terminais nervosos adrenérgicos
(KLINGE & SJOSTRAND, 1977) ou pela liberagao de 6xido nitrico e peptideos
vasodilatadores de nervos nao-adrenérgicos e nao-colinégicos e do endotélio

(ANDERSSON & WAGNER, 1995).
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« Oxido Nitrico (NO)

Em 1980, FURCHGOTT & ZAWADZKI evidenciaram que o relaxamento
vascular induzido pela acetilcolina era dependente da presenca do endotélio
vascular e que este efeito era mediado por um fator humoral Iabil, mais
tarde conhecido como fator de relaxamento endotélio-dependente (EDRF).
Subsequentemente, o EDRF foi comprovado em outras preparagées vasculares
como veias e artérias, também verificando-se que este fator era liberado em
resposta a varias substancias, como por exemplo nucleotideos de adenina,
trombina, substancia p e bradicinina. Outros estimulos, tais como hipdxia, aumento
de fluxo e estimulagdo elétrica, também causam relaxamento vascular endotélio-
dependente in vitro. Outros agentes, no entanto, tais como nitrovasodilatadores,
fator natriurético atrial, agonistas beta-adrenérgicos e prostaciclina induzem
relaxamento vascular por um mecanismo endotélio-independente (MONCADA,

PALMER, HIGGS, 1991).

Varios estudos foram realizados para caracterizar o fator de relaxamento
endotélio-dependente. FURCHGOTT sugeriu em 1988 que EDRF poderia ser o
oxido nitrico (MONCADA et al., 1991). IGNARRO et al. (1988), também especularam

que EDRF poderia ser o NO ou uma substancia relacionada com o NO.

Uma comparagao detalhada das agoes biologicas do EDRF e NO em tecido
vascular (PALMER, FERRIGE, MONCADA, 1987) e em plaquetas (RADOMSKI,
PALMER, MONCADA, 1987) mostraram que os dois componentes eram

indistinguiveis (MONCADA, RADOMSKI, PALMER, 1988).
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Atualmente, admite-se que o EDRF seja o NO ou entdo uma substancia

estritamente relacionada aoc NO (SAENZ DE TEJADA, 2000).

O oxido nitrico € um radical livre (@ molécula tem um elétron em excesso)
altamente reativo e quimicamente instavel (SAENZ DE TEJADA, 2000). E
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina através da acdo enzimatica da 6xido
nitrico sintase, produzindo quantidades equimolares de NO e citrulina (BUSH,

GONZALEZ, IGNARRO, 1992).

A primeira demonstracdo de que a eregdo peniana era mediada pelo
oxido nitrico liberado de nervos nao-adrenérgicos e nao-colinérgicos foi publicada
em 1990 (IGNARRO et al., 1990). Estes pesquisadores, estimularam eletricamente
segmentos de corpo cavernoso de coelhos na presenga de guanetidina (bloqueador
adrenérgico) e atropina (bloqueador de receptores muscarinicos). O relaxamento
do corpo cavernoso de coelho induzido por estimulo elétrico aumentou os niveis
de nitritos e GMP; . Inferiu-se que este aumento devia-se a sintese de 6xido

nitrico que estimulava guanilato ciclase.

Nesse mesmo trabalho, observou-se que havia um bloqueio do relaxamento
da musculatura do corpo cavernoso na presenga de inibidores da 6xido-nitrico-
sintase, N®-nitro-L-arginina (L-NOARG) ou N®-amino-L-arginina (L-NMMA) e
que este bloqueio era revertido por um excesso de L-arginina (substrato do
NO), provando que a atividade da NOS era necessaria em todo este processo
de relaxamento da musculatura lisa. Observou-se também que havia inibicao do

relaxamento da musculatura na presenga de oxihemoglobina (consumidor de
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NO) ou azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase). Demonstrou-se ainda a
independéncia da via da ciclooxigenase e seus produtos, devido ao bloqueio

desta enzima pela indometacina.

PICKARD, POWELL, ZAR (1991), usando corpo cavernoso humano obtido
de pacientes submetidos a cirurgias penianas, observaram que o relaxamento
da musculatura lisa tratada com guanetidina, evocado por estimulo elétrico,
eram resistentes a infus@o de atropina e sensiveis a tetrodotoxina (bloqueador
de canais de sdédio), indicando que a origem deste relaxamento provinha do
estimulo de um nervo ndo-adrenérgico e nao- colinérgico. Demonstrou também
que este relaxamento era atenuado, dose-dependente, por inibidores da éxido
nitrico sintase, L-nitroarginina (L-NOARG), mas nao pela D-nitro arginina. O efeito
inibitério da L-NOARG foi antagonizado pela L-arginina, mas nao pela D-
arginina. A infusdo de azul de metileno causou uma inibigado/concentragao
dependente do relaxamento da musculatura lisa induzido por estimulo elétrico,
concluindo que o relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso humano

€ mediado pelo éxido nitrico ou por uma substancia relacionada com o NO.

- Isoformas de Oxido Nitrico Sintase (NOS)

Oxido nitrico sintase é a enzima que caracteriza a produgdo de éxido nitrico
a partir da L-Arginina. Sao conhecidas duas categorias de NOS: enzimas
constitutivas, reguladas por ions calcio e calmodulina e, enzimas induzidas,
ligadas a calmodulina, porém independentes de calcio. A NOS induzida (iNOS

ou NOS Il) & soluvel e sua expressao € induzida por citocinas e endotoxinas.

Introdugdo 42



Existem dois tipos de NOS constitutiva: 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e,
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). A nNOS, também chamada de NOS |, é
soluvel e, portanto, esta no citoplasma, e principalmente nos nervos periféricos,
centrais € em ilhotas pancreaticas. A eNOS, também chamada NOS liI, é
particulada, ou seja, esta presente na membrana plasmatica da célula,
principalmente em células endoteliais e células epiteliais renais
(FORSTERMANN et al., 1989; BREDT & SNYDER, 1990; MITCHELL et al.,

1991; POLLOCK et al., 1991).

Tanto o endotélio quanto as terminagdes nervosas no corpo cavernoso
podem produzir NO, sendo que, tanto a NOS endotelial quanto a NOS neuronal
devem estar envolvidas no mecanismo da ere¢ao. Ratos que perderam a nNOS tém
erecdes e respondem com eregdo com a eletroestimulagao de nervos cavernosos
(BURNETT et al., 1996). Corpos cavernosos isolados de ratos normais e ratos

com dele¢édo da nNOS demonstraram respostas similares a estimulacao elétrica.

Acredita-se que a eNOS ¢é essencial para a ere¢ao, nao somente em ratos
que néo apresentam a nNOS, mas também em ratos normais. A eNOS esta
presente no musculo liso do corpo cavernoso e pode ser uma fonte importante de
NO junto com a nNOS. Revelou-se que ratos com mutagdo do gene que expressa
a nNOS sao capazes de expressar um RNA-mensageiro de nNOS que pode ser

a fonte de NO em ratos mutantes para nNOS (ELIASSON et al., 1997).

Em cultura de células de corpo cavernoso de humanos, RAJASEKARAN

et al. (1998), encontraram a expressdo do RNA-mensageiro tanto da eNOS
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quanto da NOS induzida, no entanto o papel fisiolégico da NOS induzida nao

esta ainda determinada (SAENZ DE TEJADA, 2000).

Na analise de fragcbes subcelulares de células endoteliais em cultura,
verificou-se que 95% da atividade enzimatica da NOS estava diretamente
correlacionada a fracdo particulada da enzima (fracdo ligada a membrana),
contra apenas 5% de atividade na fragdo citosdlica (FORSTERMANN et al.,
1991). Para a sua atividade, a NOS endotelial requer calcio/calmodulina,

NADPH e 5.6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) (FORSTERMANN et al., 1991).

Castracao de ratos e tratamento com o antiandroégeno flutamida reduzem
a atividade da NOS constitutiva peniana ( CHAMNESS et al., 1995; LUGG et
al., 1996; PENSON et al., 1996). A idade também parece diminuir a atividade da
NOS: ratos jovens apresentam expressao de RNAmM NOS maior e uma atividade
da NOS também maior quando comparados com ratos idosos (GARBAN et al.,

1995: CARRIER et al., 1997; DAHYIA et al., 1997).

Em humanos, a disfungdo erétil em pacientes diabéticos pode estar
relacionada a glicolizagdo dos produtos finais da formagao do NO (SEFTEL et

al., 1997).

- Guanilato Ciclase

Guanilato ciclase compreende uma familia de enzimas que catalizam a
conversao do guanilato trifosfato (GTP) em guanilato monofosfato ciclico (GMPg).

Existem dois tipos de isoformas, a enzima ligada a membrana plasmatica
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(particulada) e a soluvel. Elas sao reguladas por diversos agonistas extracelulares
que incluem horménios peptidicos, toxinas bacterianas e radicais livres (NO, por
exemplo), assim como moléculas intracelulares, tais como o calcio e nucleotideos

da adenosina (LUCAS et al, 2000).

Guanilato ciclase soluvel esta em quase todas as células de mamiferos e
media diversas fungdes fisiologicas, tais como inibicdo da agregacéao plaquetaria,
transducao do sinal neuronal, imunomodulagao e relaxamento da musculatura

lisa (COLLIER & VALLANCE, 1989).

KIM et al. (1998), demonstraram a produgao de GMP¢ por guanilato ciclase
particulada no corpo cavermnoso de ratos e de coelhos estimulada por alguns tipos
de peptideos natriuréticos. Porém, guanilato ciclase solavel é provavelmente o

receptor mais importante para o NO.

- Guanilato Monofosfato Ciclico (GMP¢)

As respostas celulares de varios componentes endégenos e exdégenos
tais como autacoides, hormonios, neurotransmissores e algumas toxinas, sdo
realizadas por guanilato monofosfato ciclico. O GMP¢ é o produto da catalisagdo

de guanilato ciclase sobre o GTP (LUCAS et al., 2000).

A acumulacao de GMP. no interior da célula desencadeia uma série de
eventos que, em ultima analise, na célula muscular lisa, relaxa a musculatura.

Trés eventos principais devem ser considerados: a agdo sobre os canais idnicos,
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a agao sobre as proteinas quinases e a agao das fosfodiesterases na degradacéo

do GMP¢ (LUCAS et al., 2000).

Dois tipos diferentes de proteinas quinases GMP dependentes (cGK | e
Il) foram identificadas em mamiferos. Inativagao da cGK | em ratos aboliu o
relaxamento via NO/GMPc tanto da musculatura lisa vascular quanto da
musculatura lisa intestinal, e também inibiu a agregac¢ao plaquetaria, causando
hipertensao e disturbios da hemostasia (PFEIFER et al., 1998). Corpos cavernosos
de ratos com deficiéncia de cGK | tém muita dificuldade em relaxar a musculatura
lisa em resposta a liberagao de NO neuronal ou endotelial ou quando administrado

exogenamente (HEDLUND et al, 2000a).

A cGK | € o maior mediador do relaxamento da musculatura lisa via
NO/GMPc. Sua auséncia nao pode ser compensada pela cascata de eventos
desencadeada pelo adenilato monofosfato ciclico (AMPc) (ANDERSSON, 2001).
A cGK |l esta ausente do sistema cardiovascular e € abundante no cérebro e

intestino (UHLER, 1993).

Atualmente, sugere-se que a cGKIl age como um modulador do calcio
intracelular. Embora a cGK | seja considerada o principal mediador dos efeitos
do GMPc, outras moléculas devem ser levadas em consideragao, entre elas

citar a proteina quinase A (PKA) (LUCAS et al., 2000).

O GMPc media o relaxamento da musculatura lisa principalmente diminuindo
a concentragéo de calcio no interior da célula. Pode agir de quatro maneiras

principais: reduzindo o influxo de Ca++, aumentando o efluxo de Ca++, promovendo
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o sequestro de Ca™ para o interior do reticulo sarcoplasmatico e diminuindo a

mobilizagao de Ca™ (LUCAS et al., 2000).

O GMPc reduz o calcio intracelular, inibindo o influxo através dos canais
de calcio do tipo L, diminuindo a sua atividade e também indiretamente pela
hiperpolarizagao da superficie da musculatura lisa através dos canais de Kces++.
Aumenta o efluxo de calcio através da ativagdo da bomba de calcio ATPase
dependente e da bomba de troca Na'/Ca’. Esse GMPc pode produzir uma
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica através da ativagdo da bomba
Na*/K" ATPase e de canais de K*, aumentando, assim, a extrusao de calcio
para fora da célula pela bomba de troca Na'/Ca™. Aumenta também o sequestro
de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico através da ativagcao da bomba de calcio
ATPase presente na membrana do reticulo sarcoplasmatico. Diminui a mobilizacao
de célcio através da inibicao do receptor de inositol trifosfato (IP3) na membrana

do reticulo sarcoplasmatico (LUCAS et al., 2000) (Figura 12).

- Fosfodiesterases

As fosfodiesterases catalisam a hidrolise dos segundos mensageiros
AMPc e GMPc que estao envolvidos no relaxamento da musculatura lisa do
corpo cavernoso. A superfamilia das fosfodiesterases pode ser subdividida em
pelo menos 11 familias. Mais de 40 isoformas foram identificadas até agora

(ANDERSSON, 2001).
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No compo cavernoso humano, pelo menos 13 isoenzimas foram identificadas.
Fosfodiesterase 3 (PD3) e fosfodiesterase 5A (PD5A) parecem ser as mais
importantes do ponto-de-vista-funcional (BOOLELL et al., 1996; BALLARD et al.,
1988; BIVALACQUA et al., 1999; KUTHE et al., 2000; 2001). LIN et al. (2000)
demonstraram a presencga de trés isoformas da fosfodiesterase 5 em corpo
cavernoso humano. Duas dessas isoformas ja haviam sido isoladas de outros
tecidos que n&o o pénis, a PDE5A1 e a PDE5SA2. A terceira isoforma, chamada

PDES5AS, fica confinada a tecidos com musculatura lisa ou musculo cardiaco.
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Figura 12. Mecanismo de acdo de GMP ciclico no Relaxamento da musculatura lisa
(Lucas et al 2000).
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Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP)

O pénis humano apresenta nervos contendo VIP, de acordo com estudos
imunohistoquimicos (CROWE et al., 1983). A maioria destes nervos também
apresentam imunorreatividade para NOS. Parece que estes nervos que apresentam
NOS e VIP sao colinérgicos, visto que também contém VAChT (“vesicular

acetylcholine transporter’), que € um marcador especifico para neurdnios

colinérgicos (HEDLUND, ALM, ANDERSSON, 1999).

O VIP tem dois tipos de receptores (1 e 2) que estado ligados a uma
proteina G na membrana plasmatica acoplada a adenilato ciclase (McDONALD
et al, 1998). Portanto, o mecanismo de agédo do VIP se faz através da
estimulacao de adenilato ciclase, produzindo o AMPc, que por sua vez, ativa a

proteina quinase AMPc-dependente (PKA) (HEDLUND et al., 1995 (Figura 13).

O VIP quando administrado a segmentos de corpo cavernoso humano,
produz relaxamento. Quando administrado no interior do corpo cavernoso de

homens potentes, nao produz erecao (ANDERSSON, 2001b).

KIELY, BLOOM, WILLIAMS (1989) injetaram VIP, papaverina € uma
associacao destas drogas com a fentolamina no interior do corpo cavernoso de
12 homens impotentes e observaram que o VIP isoladamente ndo produziu
ere¢do. Mas, quando associado com a papaverina, produziu rigidez peniana

semelhante aquela da associagao de papaverina e fentolamina.
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E inegavel que o VIP tem uma agao relaxante na musculatura lisa peniana
in_vitro, no entanto, o seu papel como neurotransmissor ainda nao tenha sido

esclarecido (ANDERSSON, 2000).
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AMPc: Adenosina manofosfato ciclica ATP: Adenosina trifosfato AC: Adenilato ciclase
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Figura13. Mecanismo de agdo do polipeptideo vaso intestinal no
relaxamento da musculatura lisa (JARDIN et al., 2000).
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e Prostandides

Em 1930, dois ginecologistas, Kurzrok e Lieb, observaram que
seguimentos de utero humano relaxavam ou contraiam quando expostos ao
sémen humano. Poucos anos mais tarde, Goldblatt, na Inglaterra e Von Euler,
na Suécia, reportaram vasodilatagdo e contragdo da musculatura lisa
desencadeada pelo liquido seminal. Von Euler identificou o material como
sendo um &cido lipidico solivel que ele nomeou prostaglandina (CAMPBELL &

HALUSHKA, 1996).

A familia das prostaglandinas, leucotrienos e produtos relacionados sao
chamados eicosandides, porque sdo derivados de acidos graxos poliinsaturados
essenciais de 20 carbonos. O precursor natural dos eicosandides € o acido
aracdonico que esta ligado a fosfolipides aderidos a membrana plasmatica e
que sao liberados pela agao da fosfolipase A2. Os eicosandides existem em
praticamente todos os tecidos e sao moduladores ou mediadores de um

numero consideravel de processos biolégicos (PORST, 1996).

O acido aracddnico pode ser metabolizado de duas maneiras: através da
ciclooxigenase ou da lipooxigenase. Os produtos da catalizagdo da ciclooxigenase
sao as prostaglandinas e os tromboxanos. Os produtos da catalizagcdo da
lipooxigenase sao os acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETEs) e os

leucotrienos (CAMPBELL & HALUSHKA, 1996).
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Antiinflamatorios nao esterdides, como a aspirina e a indometacina,
inibbem a sintese de prostaglandinas (VANE, 1971). E conhecido hoje que esta

inibicao se faz através da inibigao da ciclooxigenase (PIPER, 1984).

O corpo cavernoso humano tem a habilidade de sintetizar varios
prostandides (MINHAS, CARTLEDGE, EARDLEY, 2000). Os metabdlitos da
ciclooxigenase PGD;, PGE;, PGFaaLra, PGl, e tromboxano A; agem através de
cinco grupos de receptores que mediam seus efeitos, a saber, receptor DP, EP,
FP, IP e TP, respectivamente (MORELAND et al., 1999). Estes receptores estdo
acoplados a proteina G com diferentes sistemas de transducao (COLEMAN,
SMITH, NARUMIYA, 1994; PIERCE et al.,, 1995; NARUMIYA, SUGIMOTO,
USHIKUBI, 1999). Com relagao aos receptores de prostaglandina E, existem
quatro subtipos (EP1, EP2, EP3 e EP4) baseados em informacdes fisiolégicas e de

clonagem molecular (COLEMAN et al., 1994; TOH, ICHIKAWA, NARUMIYA, 1995).

Os prostandides PGF2,¢,, tromboxano A; e PGI; contraem a musculatura
lisa do corpo cavernoso, assim como as prostaglandinas PGE1 e PGE; relaxam

a musculatura lisa, estimulando receptores EP2 e EP4 (PORST, 1996).

A prostaglandina E1, ligando-se aos seus receptores EP2 e EP4, estimula
adenilato ciclase, que catalisa a formagédo do AMP ciclico. Este estimula a
proteina quinase A (PKA) e, em menor escala, a proteina quiinase G (PKG). A
PKA por sua vez, estimula os canais de potassio calcio sensitivo, resultando em
hiperpolarizagcao da membrana plasmatica. Com isso, ocorre uma diminui¢ao do

fluxo de calcio através dos canais de calcio do tipo L voltagem dependente,
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resultando em relaxamento da musculatura lisa (LEE et al., 1999). A PKG,
especificamente a cGKI, fosforila a fosfolamban, uma proteina que normalmente
inibe a bomba de Ca++ dentro da membrana do reticulo sarcoplasmatico. A
bomba de Ca++ é entdo ativada e, consequentemente, mobiliza o calcio do
sarcoplasma para o interior do reticulo sarcoplasmatico. O nivel de calcio
citoplasmatico diminui, trazendo relaxamento da musculatura lisa. As proteinas
quinases também ativam as bombas de calcio na membrana plasmatica,
aumentando o efluxo de calcio para fora da célula (SOMLYO & SOMLYO, 1994;

KARAKI et al., 1997) (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismo de agdo da prostaglandina no relaxamento da musculatura lisa.
(JARDIN et al., 2000).

Introdugdo 53



Segundo MOLDERINGS, MALINOWSKA, SCHLICKER (1992) a
noradrenalina liberada no interior dos corpos cavernosos de humanos é
modulada por receptores pré- sinapticos para prostaglandina E1 E2. Em estudos
com corpo cavernoso de coelhos in_vitro, ITALIANO, CALABRO, PAGANO
(1994), verificaram que a PGE1 possui efeitos antiadrenérgicos através da
inibicao da liberagao de noradrenalina. Portanto, a PGE1 exerce seus efeitos de
relaxamento da musculatura lisa ndo somente através do efeito direto via AMPc,

mas também inibe o sistema simpatico.

e Peptideo Gene Relacionado da Calcitonina

O peptideo gene-relacionado da calcitonina € um peptideo com 37
aminoacidos e é conhecido como um potente vasodilatador em uma variedade de
vasos sanguineos, nos quais acredita-se produzir um relaxamento da musculatura
lisa endotélio-dependente (CROSSMAN et al., 1987; ALMEGARD & ANDERSSON,
1993). STIEF et al. (1990) demonstraram o peptideo gene-relacionado da calcitonina
em nervos de corpo cavernoso humano. Em humanos, STIEF et al. (1991)
mostraram que o PGRC aplicado no interior dos corpos cavernosos aumentou o
fluxo das artérias penianas e provocou um relaxamento da musculatura lisa dos
corpos cavernosos. No entanto, nao se sabe ainda se este peptideo tem um

papel na fisiologia da erecgao.

Adrenomedulina € um peptideo vasodilatador isolado de células de

feocromocitoma humano. Consiste de 52 aminoacidos e tem similaridades
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estruturais com o PGRC. Atribui-se que a adrenomedulina tenha um papel

regulador da presséo arterial sistémica

(KITAMURA et al.,, 1993). CHAMPION et al. (1997) relataram que
adrenomedulina injetada no interior de corpos cavernosos de gatos aumentou a
pressao intracavernosa e o comprimento peniano. Ainda assim, nédo sabemos

ainda o papel deste peptideo na fisiologia da erecao.

1.5. Cininogénios, calicreinas e cininas

Por meio de uma acao enzimatica, as calicreinas liberam peptideos
vasoativos chamadas cininas de substratos enddégenos chamados cininogénios

(MULLER-ESTERL, 1989).

Em mamiferos, existem trés tipos de cininogénios descritos: H-cininogénio
(HK - uma forma de alto peso molecular encontrada no sangue), L-cininogénio
(LK — forma de baixo peso molecular presente no sangue e em alguns tecidos) € o

T-cininogénio que somente ocorre em ratos (OKAMOTO & GREENBAUM, 1983).

Enzimas que possuem a propriedade de liberar cininas de cininogénios
sdo coletivamente chamadas cininogenases. Este termo genérico inclui enzima
tais como as calicreinas plasmaticas e teciduais, tripsina, plasmina e veneno de

cobra (Borthrops jararaca). Calicreinas podem possuir fungbes uUnicas ou

multiplas em cada tipo celular, no entanto sua fungao principal € a liberagéao de

cininas (BHOOLA, FIGUEROA, WORTHY, 1992).
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Cininas séo peptideos vasoativos que influenciam uma série de processos
biologicos. Bradicinina (BK), Lys-bradicinina (L-BK) e Met-Lys-bradicinina (ML-BK)
sao os nomes de algumas das principais cininas. ROCHA E SILVA, BERALDO,
ROSENFELD (1949), incubando extrato de veneno de cobra (Bothrops jararaca)
ou tripsina com plasma de cachorro, observaram que se formava uma substancia
que produzia uma contracao lenta e retardada em ileo isolado de porquinho da
india. Usando a nomenclatura grega, os autores chamaram esta substancia de
bradicinina (brady significando lento e kinin significando movimento) (BHOOLA

et al.,1992).

As cininas sao hipotensivas, aumentam a permeabilidade vascular, sao
potentes produtores de autacdides relacionados com a dor, contraem a musculatura
da arvore broncopulmonar, intestino e Utero e aumentam a motilidade espermatica.
Dois tipos de receptores sao conhecidos (BK1 e BK2) que estdo acoplados a

proteina G (BHOOLA et al.,1992).

A bradicinina e seus analogos liberam 6xido nitrico e/ou prostaciclina de
células endoteliais (DE NUCCI et al., 1988; DE NUCCI, WARNER, VANE, 1988;
D’ORLEANS-JUSTE, DE NUCCI, VANE, 1989), levando a um relaxamento de
diferentes vasos sanguineos via ativagdo de receptores B1 ou B2 (REGOLI et
al., 1990). Bradicinina também causa relaxamento endotélio-dependente de
corpo cavernoso de coelho (KIMOTO, KESSLER, CONSTANTINOU, 1990) e de

humanos (KIMOTO et al., 1992).
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Quando produzidos, as diferentes cininas sao inativadas rapidamente por
peptidases chamadas cininases, que sdo encontradas no sangue e nos tecidos.
Existem duas familias de cininases: Kl e KIl (ERDOS, 1990). Dentro do grupo
Kll, esta a enzima KII-ACE (cininase Il — enzima conversora de angiotensina ).
Ela degrada a bradicinina circulante durante a sua passagem pelos pulmdes
(KRONEBERG & STOEPEL, 1963; FERREIRA & VANE, 1967; VANE, 1969). Ao
mesmo tempo, a enzima converte a angiotensina | em angiotensina Il (HELMER,

1957; BIRON, 1968; YANG, ERDOS, LEVIN, 1970).
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2. Objetivo

2.1. Objetivo

Caracterizar o receptor envolvido no relaxamento de corpo cavernoso
humano isolado induzido por agonistas B1/B2 (bradicinina, lys-bradicinina e

met-lys-bradicinina) e agonista B1 (des-arg®-bradicinina).
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3. Casuistica e Métodos

Foram utilizados os corpos cavernosos de sete pacientes em morte
encefélica, doadores de muliltiplos 6érgaos com idades variando de 17 a 46 anos.
Nenhum paciente tinha histéria pregressa de disfuncao erétil e nenhum dos
pacientes era previamente diabético. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), SP. Para todos os cadaveres, foi solicitado da familia o consentimento
para a retirada do tecido erétil. Este tecido era retirado da parte proximal dos
corpos cavernosos, localizado no perineo, e a incisdo foi a mesma para a retirada
dos 6rgaos abdominais, ou seja, através de uma incisao xifopubica ampliada

até a base do pénis.

Abordava-se o perineo e retirava-se cerca de 4cm de cada corpo
cavernoso. A parte pendular dos corpos cavernosos (pénis) era mantida. Sendo

assim, nao havia nenhuma mutilagdo do paciente.
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O corpo cavernoso retirado, que se encontrava envolto com a tunica
albuginea, era colocado imediatamente em uma solugao de krebs e mantido a

4°C até o seu uso (nunca superior @ 24 horas apds a remogao).

Todo corpo cavernoso era dissecado previamente ao seu uso. Retirava-se a
tanica albuginea, ficando somente com o corpo cavernoso propriamente dito, que

era entdo cortado em segmentos de aproximadamente 2cm de comprimento.

Os segmentos foram montados em cascata (VANE, 1964) (Figura 15 e
16) sob tensdo de 2,5 g e superfundidos com solugdo de Krebs-Ringer
aquecida a 37°C e aerada com 95% de O, e 5% de CO,. Os tecidos foram
ligados a alavancas conectadas a transdutores isoténicos (Harvard) para musculo
liso. As respostas foram registradas em um poligrafo de seis canais (Watanabe,
WR 3101). Apés estabilizagao dos tecidos (90 minutos), eles foram continuamente
infundidos (0,1ml/min) com indometacina (5,6uM) com o objetivo de inibir a

produgéo endogena de prostaglandinas.

O ténus dos tecidos foi induzido por infusdo continua (0,1ml/min) de
noradrenalina (3,0uM). A sensibilidade dos transdutores foi entdo ajustada para
produzir relaxamentos de magnitudes similares, usando-se o gliceriltrinitrato
(GTN) como padrado. A acetilcolina foi utilizada como controle para teste da
integridade endotelial do tecido cavernoso. Os agonistas foram administrados
sob a forma de bolus (10-100 ul). Os antagonistas e inibidores, por sua vez,
foram administrados por infusdo continua (0,1ml/min), por aproximadamente 20

minutos antes de administrar os agentes em estudo.
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Figura 15.

Sistema de Cascata.

Figura 16.
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3.1. Drogas

As drogas utilizadas neste estudo foram: acetilcolina, noradrenalina,
indometacina, histamina, tetrodotoxina (TTX), L-arginina, Nw-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), bradicinina (BK), lis-bradicinina (L-BK), met-lis-bradicinina (ML-
BK), des-arg-bradicinina (des-arg-BK) foram obtidos de Sigma (Saint Louis, MO,
EUA). Gliceril trinitrato (ampolas contendo 1mg/ml de solugéo isotonica) foi
obtido de Lipha Pharmaceuticals Ltd. (West Drayton, Middlesex, Reino Unido).
Hoe 140 foi gentiimente cedido pela Hoechst AG (Frankfurt, Alemanha). 1H-
[1,2,4] oxadiazolo[4,3-alquinoxalin-1-one] (ODQ) foi obtido de Tocris Cookson

Inc. (Saint Louis, EUA).

A solugao de krebs (pH 7,4 ) tinha a seguinte composi¢do (mmol/L): NaCl
118, KCI 4,7, KH,PO4 1,2, MgS0,7H,0 1,17, CaCl:6H,0O 2,5, NaHCO; 25 e

glicose 5,6.

3.2. Analise Estatistica

O relaxamento induzido pelos agonistas (Ach, histamina e cininas) foi
medido e calculado como uma percentagem do relaxamento maximo induzido
pelo GTN (dose em nmol). Os resultados foram expressos como a média de n
experimentos. O teste nao-paramétrico t de Student e ANOVA foram usados

para avaliar os dados, com significancia assumida de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Efeito do antagonista do receptor de cinina B2 Hoe 140

A injecao em bolus de GTN (4,3mmmol), de Acetilcolina (180nmol), de
histamina (100nmol), bradicinina (1-30nmol), lis-bradicinina (1-30 nmol) e met-
lis-bradicinina (1-30 nmol) relaxaram significativamente 0s segmentos de corpo
cavernoso (Figura 17). Em base molar, ndo houve diferenca estatisticamente
diferente entre o relaxamento induzido por BK, L-BK e ML-BK com a dose efetiva
para 50% de inibi¢do (EDso), sendo 1.5, 1,3, e 1,4 nmol, respectivamente (seis
segmentos). Em contraste, o agonista do receptor de cinina B1, des-arg-BK (30

nmol), nao teve efeito nos seis segmentos de tecido.

A infusdo de Hoe 140 (50 nmol/L) aboliu virtualmente o relaxamento
induzido por BK, L-BK e ML-BK sem afetar aqueles induzidos por acetilcolina
(180 nmol; 58 (9)% antes e 65 (8)% durante a infusdo de Hoe 140) e histamina
(100 nmol; 97 (11)% antes e 92 (8)% durante a infusdao de Hoe 140 (Figura 17).
Na concentragdo utilizada, Hoe 140 nao teve nenhum efeito no ténus dos

segmentos de corpo cavernoso.
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HOE 140 (50 nmol/L)

HCC W\/‘\/‘\/\/‘
e T
10

GTN A A min
ACh A A

His A A

des-Arg®-BK A A
BK A A
Lys-BK A A
Met-Lys-BK A A

Figura 17. O antagonista do receptor B, de cininas HOE 140 (30
nmol/L) inibiu o relaxamento dos segmentos de COrpo cavernoso humano
(CCH) induzido por BK (30 nmol/L), L-BK (30 nmol/L) e ML-BK (30 nmol/L).
Note que o agonista de receptor B1 des-Arg®-BK (30 nmol) nao teve efeito nos
segmentos de CCH. A infusdo de HOE 140 nao afetou o tdonus dos segmentos
de CCH nem o relaxamento induzido por GTN (4,3 nmol/L), Ach (180 nmol/L) e

histamina (His, 100 nmol/L ).
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4.2. Envolvimento do éxido nitrico no relaxamento dos segmentos de
corpos cavernosos mediado por cininas

A infusdo do inibidor de 6xido nitrico sintase L-NAME (10umol/L, oito
segmentos) aumentou o ténus dos segmentos de corpo cavernoso (Figura 18) e
reduziu acentuadamente (p < 0,01) o relaxamento induzido por acetilcolina (60
nmol), BK (10 nmol 1), L-BK (10mmmol) e ML-BK (10 nmol; Tabela 1). O
relaxamento dos segmentos de corpo cavernoso induzido pelo GTN (4,3 nmol)
nao foi afetado por L-NAME (Figura 18). A infuséo subsequente de L-arginina
(300umol/L, oito segmentos) reverteu parcialmente o ténus (Figura 18) e
restaurou significativamente ( p < 0,01) o relaxamento induzido por BK, L-BK e

ML-BK (Tabela 1).

TABELA 1

Efeito do L-NAME (inibidor da sintese de éxido nitrico) (10umol/L) e
L-Arginina (300pmol/L) no relaxamento do corpo cavernoso humano
(CCH) (%) induzido por acetilcolina (Ach), bradicinina (BK), Lys-
Bradicinina (Lys-BK) e Met-Lys-Bradicinina (Met- Lys- BK).

H

Agentes Controle (%Relg)g:nento) L-ARGININA
L-NAME
Ach (60mmmol) 28 ( 4) 3095Tt 5{ 1"
Bk (10mmmol) 76 ( 9) 20 5 )7 62 (10)*
Lys — BK (10mmmol) 69 ( 6) 7 (351 53 (7)*
Met — Lys-Bk 71 (80) 9 4 )T 56 (8"

H
* p< 0,05 comparado com os valores de L-NAME
+ p< 0,01 comparado com os valores dos controles.
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Na Tabela 1 o relaxamento induzido por Ach e cininas foi medido e
calculado como uma porcentagem do relaxamento maximo induzido por gliceril

trinitrato (GTN). Os resultados sdo a média de oito fragmentos de corpo

cavernoso humano testados.

L-NAME 10 pmol/L L-arginine 300 pmolL

ey
GTN A A & r:n?n
ACh A A A
BK A A A
Lys-BK A A A
Met-Lys-BK A A A

Figura 18: Efeito do L-name (10 nmol/L) e L-arginina (300 nmol/L) em
segmento de corpo cavernoso humano (CCH). A infusa@o de L-name aumentou
o ténus dos segmentos e reduziu acentuadamente o relaxamento induzido por
Ach (180 nmol/L), BK (30 nmol/L), L-BK (30 nmol/L) e ML-BK (30 nmol/L). O
relaxamento induzido por GTN (4,3 nmol/L) nao foi afetado significativamente
por L-name. A infusdo subsequente de L-arginina reverteu parcialmente a

hipertonicidade dos fragmentos e também reverteu parcialmente o relaxamento

induzido por cininas.
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A Figura 19 indica que a infusdo de ODQ (1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4, 3, -
alquinoxacin -1 - one] - inibidor da ganilato ciclase) (10umol/L, nove segmentos)
aumentou significativamente o tdnus dos segmentos de corpo cavernoso e
diminuiu acentuadamente o relaxamento induzido por acetilcolina (180nmol; 54
(10)% antes e 1,5 (0,5)% durante a infusdo de ODQ, p < 0,01), BK (30 nmol; 70
(8)% antes e 3,5 (0,5)% durante infuséo de oDQ, p < 0,01). O relaxamento
induzido por GTN (4,3 nmol) foi também significativamente reduzido com a
infusdao de ODQ, com 93 (2)% de inibigdo ( p < 0,01). O relaxamento evocado
por estes agentes foi parcialmente restaurado 30 minutos apos a parada da

infusdo do ODQ (Figura 19).

ODQ 10 pmolil
HCC
| e |
10

min

GTN A B A

ACh A A A

BK A A A
Lys-BK A A A
Met-Lys-BK A A A

Figura 19: Inibicdo do relaxamento da musculatura lisa de corpo

cavernoso pelo inibidor da guanilato ciclase solivel ODQ (umol/L) induzido por
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GTN (4,3 nmol), Ach ( 180 nmol), BK (30 nmol), L-BK (30 nmol) e ML-BK (30
nmol). A infusdo de ODQ aumentou o ténus dos tecidos e aboliu o relaxamento
induzido pelos agonistas. Apés a infusdo, o relaxamento foi parcialmente

restabelecido.

A infusdo de tetrodotoxina (TTX) (1umol/L) ndo afetou o relaxamento
induzido por acetilcolina (60 nmol; 50 (3)% antes e 68 (12) durante a infusao de
TTX) e BK (10 nmol; 92 (7)% antes e 87 (6)% durante a infusdo de TTX).
Tetrodotoxina também nao teve nenhum efeito no relaxamento dos segmentos

de corpo cavernoso induzido por GTN (dados nao mostrados).
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5. Discussao

Este estudo demonstrou que a bradicinina, lys-bradicinina e met-lys-
bradicinina (mas ndo a des-arg®-bradicinina) relaxa preparagdes in vitro de corpo
cavernoso humano, indicando a existéncia de receptores B2 funcionais de
cininas no tecido erétil humano. O relaxamento induzido por cininas foi causado
pela liberagao de éxido nitrico dos segmentos de corpo cavernoso, visto que o
inibidor de sintese de 6xido nitrico L-NAME reduziu acentuadamente o relaxamento
e a L-arginina reverteu significativamente esta inibi¢ao. Isto foi confirmado
usando ODQ, um inibidor potente e seletivo de guanilato ciclase (GARTHWAITE

et al, 1995), que virtualmente inibiu o relaxamento cinina-induzido.

KIMOTO et al., (1990) estudando segmentos de corpo cavernoso de
humanos isolados em banho, provaram que a bradicinina relaxa os segmentos
de corpo cavernoso. Estes relaxamentos desapareciam com exposicéo prolongada
a bradicinina, o que pode ser explicado pela dessensibilizagdo e/ou a uma
liberagao transitéria de fator relaxante endotélio-dependente. Demonstraram

também que a bradicinina & liberada das células endoteliais do corpo cavernoso.
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BECKER et al. (2001b), ao estudar segmentos de corpo cavernoso
isolado de individuos que foram submetidos a cirurgia de mudanga de sexo
(masculino para feminino), confirmaram a liberacao de éxido nitrico induzido
pela bradicinina. Expondo as preparagdes de corpo cavernoso a 0,01 pM de
bradicinina e 0,01uM de forskolin, verificaram que houve um aumento de 58
vezes e sete vezes nos niveis teciduais de AMPc, respectivamente. Assim sendo,
0,01 uM de bradicinina aumentou sete vezes mais os niveis teciduais de AMPc,
quando comparado com o forskolin. Expondo ainda as preparagdes de corpo
cavernoso a 0,01uM de bradicinina e a mesma dosagem de nitroprussiato de

sodio, verificaram que houve um aumento de duas vezes no total de GMPc.

BECKER e colaboradores (2001b) acreditam que os mecanismos de
relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso induzido por bradicinina
geralmente envolve o ciclo adenil ciclase-AMP ciclico e, em menor grau, o ciclo
guanilato ciclase-GMP ciclico. No entanto, neste trabalho utilizamos a indometacina
para inibir a ciclooxigenase (produgdo de prostaglandinas e leucotrienos) e
verificou-se que mesmo assim houve relaxamento da musculatura lisa do corpo
cavernoso, demonstrando a importancia do sistema guanilato ciclase-GMP

ciclico no relaxamento desta musculatura.

D'ORLEANS-JUSTE et al., (1989) mostraram que a bradicinina induz a
liberagao de fator relaxante derivado do endotélio e prostaciclina (PGlz) de
células endoteliais de aorta bovina em cultura, portanto ativando tanto o sistema

NO/GMPc quanto o sistema prostaglandina e producao de AMPc.
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DE NUCCI et al., (1988) verificaram que, em pulmdes isolados de
porquinhos da india perfundidos com solugdo de krebs, o captopril inibiu o
metabolismo da bradicinina e a conversao de angiotensina | em angiotensina L.
O captopril aumentou significativamente a produgado de prostaciclina (PGly),

induzido pela bradicinina.

O envolvimento apenas do receptor B2 para cininas foi comprovado pelo
relaxamento da musculatura lisa pela bradicinina, Lys-bradicinina e Met-Lys-
bradicinina, e nao pelo agonista para receptores B1 de cininas, a Des-Arg®-

bradicinina.

As cininas mediam seus efeitos através da ativagao de receptores para

cininas que sao de dois tipos, B1 e B2 (REGOLI & BARABE, 1980).

O receptor B1 foi pela primeira vez definido como mediando os efeitos
contrateis de cininas na aorta isolada de coelhos (REGOLI, BARABE, PARK,
1977). Os receptores B1 estdo geralmente ausentes em tecidos normais, mas,
ap6s um processo inflamatério, este receptor é expresso em varios tipos de
células, incluindo as células musculares lisas vasculares, células endoteliais e
fibroblastos (MCLEAN, PERRETTI, AHLUWALIA, 2000). A ordem da poténcia
agonistica das cininas para os receptores B1 é Des-Arg°-bradicinina > Tyr(Me)®-
bradicinina > bradicinina com uma ordem reversa, quando considerado o
receptor B2, ou seja, bradicinina > Tyr(Me)®-bradicinina > Des-Arg®-bradicinina
(REGOLI & BARABE, 1980). Talvez neste estudo os segmentos de corpo

cavernoso humano ndo responderam a Des-Arg®-bradicinina pela ndo expresséo
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dos receptores B1 nas células endoteliais e células musculares lisas do corpo
cavernoso, ou entao pelo fato de, estando presentes os receptores B1, a sua

funcao fisiolégica seja outra que relaxamento e contragao da musculatura lisa.

O receptor B2 media a maioria das a¢des da bradicinina, Lys-bradicinina
e Met-Lys-bradicinina, o que nado é verdade para a Des-Arg’-bradicinina

(REGOLI & BARABE, 1980).

Os niveis teciduais de bradicinina e de angiotensina Il e os diferentes
modos de acgao destes peptideos na musculatura lisa do corpo cavermoso humano
sao regulados por uma Unica enzima - a enzima conversora de angiotensina
(ACE). A ACE, também conhecida como KII-ACE, por ser uma cininase Il, é
uma peptidilpeptidase que hidrolisa a ligagao Pro-Phe da molécula de cinina. A
bradicinina circulante é inativada principalmente durante a sua passagem pelos
pulmdes (KRONEBERG & STOEPEL, 1963; FERREIRA & VANE, 1967; VANE,
1969). Ao mesmo tempo, esta enzima converte a angiotensina | (decapeptideo)

em angiotensina |l (octapeptideo).

Embora a enzima conversora de angiotensina tenha sido descrita por
SKEGGS, KAHN, SHUMWAY em 1956, foi somente na década de 70 (YANG et
al, 1970; IGIC et al., 1972) realmente se considerou que as agdes de
degradacgao da bradicinina delegada para a cininase |l (Kll) e a conversao da
angiotensina | para angiotensina Il atribuida para a enzima de conversao da
angiotensina eram executadas pela mesma enzima, ou seja, a cininase Il —

enzima conversora de angiotensina (KII-ACE).
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A KI-ACE aparece como uma enzima solivel em fluidos bioldgicos,
também estando presente no endotélio vascular (CALDWELL et al., 1976;

RYAN et al., 1976).

Inibidores da KII-ACE foram desenvolvidos quando o modo de acao de
peptideos potencializadores de bradicinina, derivados de venenos de cobra e

fibrinopeptideos, foram elucidados (BHOOLA et al., 1992).

O coragdo de rato parece conter uma proteina que competitivamente
inibe a KII-ACE (IKEMOTO et al., 1989). Baseado na estrutura de peptideos
potencializadores da bradicinina, desenvolveu-se a primeira geragao de
inibidores da KII-ACE, para uso clinico no tratamento da hipertensao. A eficacia
dos inibidores de KII-ACE, julgado como sendo a diminuigdo da pressao arterial,
nem sempre se correlaciona com os niveis de inibicdo da enzima circulante, mas
sim com uma reducgéo da atividade da enzima no cérebro, rins e musculatura
lisa vascular (UNGER, GANTEN, LANG, 1987). Um achado contraditorio no
rato € o aumento na atividade da KII-ACE cortical, quando se administra

captopril por uma semana (SONG et al., 1988; IKEMOTO et al., 1990).

Em experimentos para elucidar a sua importancia clinica, usando coragoes
de ratos e porquinhos da india isolados, foram observados efeitos benéficos
com o uso de inibidores da ACE em arritmias de reperfusao, fungao cardiaca e
metabolismo do musculo cardiaco. Acredita-se que esta melhora funcional do
coragdo isolado destes animais, se deva a redugao dos niveis locais de angiotensina

Il e da prevencao da degradacao de cininas (SCHOLKENS & LINZ, 1988; LINZ,

Discussdo 73



MARTORANA, SCHOLKENS, 1990). Os efeitos hipotensivos (relaxamento da
musculatura lisa vascular) dos inibidores da KII-ACE (captopril, ramipril, etc)
podem ser, pelo menos parcialmente, mediados pelos aumentos dos niveis
circulantes de cininas, particularmente naqueles pacientes com uma baixa produgéo
de renina; o aumento dos niveis plasmaticos de cininas esta associado com
aumentos na excregao de sodio e no volume urinario (IIMURA et al., 1986).
Entretanto, o pré tratamento com indometacina inibe o efeito natriurético e
atenua parcialmente o aumento no fluxo sangiineo renal (MIURA et al., 1985).
Claramente, se existe um controle da excregao de sodio regulado pelas cininas,
este controle é exercido indiretamente através da liberagao de prostandides.
Sendo assim, verifica-se que existe uma correlagao nitida entre cininas e o
sistema renina angiotensina no controle do ténus da musculatura lisa vascular e
que os prostandides exercem papel importante no relaxamento da musculatura

lisa vascular, e conseqiientemente, na regulagao da pressao arterial.

A bradicinina estimula neurdnios sensoriais primarios (KAUFMAN et al.,
1980) e libera neuropeptideos (substancia P, peptideo gene-relacionado da
calcitonina e peptideo vaso intestinal) de seus terminais periféricos em diferentes
tecidos (GEPPETTI, 1993). Curiosamente, estudos imunorreativos revelaram a
existéncia destes neuropeptideos em nervos de corpo cavernoso de varias
espécies (incluindo no do homem) sugerindo um papel destes na erecao peniana
(GU et al., 1983; STIEF et al., 1991). Além disso, o peptideo vasointestinal, o
peptideo gene-relacionado com a calcitonina e a substancia P sao capazes de

relaxar segmentos de corpo cavernoso in vitro (ANDERSSON, MATTIASSON,
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SJOGREN, 1983; STIEF et al., 1991). BURNETT et al. (1993) demonstraram,
através de imuno-histoquimica, a presenca de 6xido nitrico sintase na inervagao

autondémica de pénis humano.

Tanto a erecdo quanto a detumescéncia peniana sao fendomenos complexos
que envolvem mecanismos de controle humorais e neurais (MORLEY, 1986). A
patofisiologia da impoténcia deve estar relacionada a um aumento do ténus da
musculatura lisa dos corpos cavernosos secundario a um aumento da
reatividade vascular para substancias que produzem contragao (CHRIST,

STONE, MELMAN, 1991).

A grande frequéncia de impoténcia em pacientes com hipertensao
essencial, diabetes e doenga coronariana sugere que ocorre um desequilibrio na
regulagao de fatores constritores e relaxadores que regem o ténus da musculatura
lisa vascular. Por este motivo ha redicao do fluxo sangiineo regional em varios
segmentos do leito vascular desses pacientes, que também é estendido para o
tecido vascular do corpo cavernoso (SAENZ DE TEJADA et al., 1989; FELDMAN
et al., 1994). A conseqiiente faléncia em modular o fluxo sanglineo peniano pode
se manifestar como a disfuncao erétil. A modulacéo da fungéo erétil sendo mais
complexa que a modulagdo do fluxo sangliineo regional em outros segmentos
extracavernosos do leito vascular, a disfungao erétil pode ser um sinal precoce

das alteracdes vasoativas regulatorias do leito vascular (KIFOR et al., 1997).

A disfuncao erétil decorente do uso de drogas nao € incomum e

medicamentos que controlam a pressao arterial podem alterar a fungao eréetil. A
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disfuncao erétil € uma das maiores preocupagdes em terapias anti-hipertensivas,
mas quase todos os anti-hipertensivos estdo associados com disfungéo erétil.
As drogas com maiores incidéncias de impoténcia sao os betabloqueadores,
diuréticos tiazidicos, reserpina, hidralazina, guanetidina, clonidina, acetazolamina,
alfametildopa e bloqueadores de canal de calcio (MORLEY, 1986). Estas
drogas muito provavelmente causam disfuncéo erétil, por diminuirem a pressao
arterial abaixo de niveis criticos para a manutencao de fluxo sangtineo para a
erecao peniana (SUZUKI et al., 1988). Considerando que os inibidores da
cininase Il — enzima conversora de angiotensina (ACE) - diminuem os niveis
teciduais de angiotensina Il € aumentam os niveis teciduais de bradicinina, devem

ser os anti-hipertensivos de escolha, quando considerada a fungao erétil.
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6. Conclusao

Este estudo demonstra claramente a existéncia funcional de receptores
de cininas B, no tecido erétil de corpo cavernoso humano. A ativagédo dos
receptores liberam oxido nitrico e, conseqiientemente, relaxam a musculatura
lisa desses tecidos. Como a tetrodotoxina ndo conseguiu afetar o relaxamento
induzido por cininas dos segmentos do corpo cavernoso humano, € provavel
que estes peptideos liberem éxido nitrico do endotélio dos sinuséides, e nao de
neurdnios que inervam o tecido cavernoso. Embora as calicreinas teciduais e
seus produtos tenham sido encontrados no sistema reprodutor masculino, a
importancia fisiopatolégica da sua presenca nestes tecidos nao esta totalmente

elucidada.
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