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"A maioria dos homens nao quer nadar antes que o possa fazer."
Nao é engracado? Naturalmente, ndo querem nadar. Nasceram para
andar na terra e ndo para a agua. E, naturalmente, ndao querem
pensar: foram criados para viver e nao para pensar! Isto mesmo! E
quem pensa, quem faz do pensamento sua principal atividade,
pode chegar muito longe com isso, mas sem dlvida estara
confundindo a terra com a agua e um dia morrera afogado.

O lobo da estepe - Hermann Hesse
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RESUMO




BERRETTA, L. M. “Caracterizacdo da contracdo induzida por
serotonina em corpo cavernoso de rato.” 2014. Dissertacio (Mestrado
em Farmacologia) — Programa de Pés-Graduacdo em Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Catarina.

A disfuncdo erétil pode ser definida como a dificuldade parcial ou total
de se obter e/ou manter a eregdo peniana para um desempenho sexual
satisfatorio. Para que a erecdo peniana ocorra, ha necessidade de
aumento do fluxo sanguineo para o pénis por relaxamento de seu tecido
erétil, o corpo cavernoso. Além disso, é preciso que o retorno venoso do
pénis diminua para que a ere¢do se mantenha, processo que conta com a
participacdo da veia dorsal peniana. O papel da serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) para a erecdo peniana ndo esta bem
estabelecido, apesar de crescer o uso de farmacos que alteram sua
homeostasia, como a fluoxetina. Além disso, estudos em nosso
laboratério demonstraram a capacidade do corpo cavernoso (CC) em
captar a 5-HT e metaboliza-la em 5-HIAA, seu principal metabolito.
Outros trabalhos mostraram que, apés ser captada pela célula vascular, a
5-HT é capaz de modular a contracdo do musculo liso por um
mecanismo denominado serotonilacdo. Deste modo e sabendo
preliminarmente da capacidade do CC de rato contrair na presenca da 5-
HT, o objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar
farmacologicamente essa resposta. Na analise de contracdes
neurogénicas do CC por estimulo elétrico de campo, observamos que o
principal neurotransmissor liberado no CC de rato capaz de contrai-lo é
a noradrenalina, a qual contrai o CC por ativa¢io dos receptores o-
adrenérgicos. Esses dados sugerem pouca ou nenhuma liberacdo
neuronal de 5-HT. Apesar disso, observamos que a 5-HT exdgena é
capaz de gerar uma resposta contratil ndo reprodutivel em CC de rato,
sugerindo a existéncia de taquifilaxia. No entanto, ndo foi observada
resposta taquifilatica na veia dorsal peniana exposta a 5-HT 10 puM.
Utilizando a metil-B-ciclodextrina, um tensoativo capaz de sequestrar
colesterol causando um desarranjo de estruturas de membrana como as
cavéolas, verificamos que a resposta taquifilatica ndo ocorreu através da
internalizacdo de receptores pelas caveolas. Além disso, verificamos que
a inibicdo do metabolismo da 5-HT com o uso de pargilina, bem como a
inibicdo da captacdo de 5-HT com o uso de fluoxetina, ndo alteraram o
perfil da resposta contratil induzida por 5-HT. Além disso, o metabdlito
da 5-HT, o 5-HIAA foi incapaz de gerar uma resposta contratil. Esses
dados sugerem ser improvavel que a 5-HT intracelular seja importante
no processo de contracdo do CC de rato. Com o uso de agonistas dos



tipos de receptores 5-HT1 e 5-HT> e de antagonistas dos tipos de dos
receptores 5-HT1, 5-HT,, 5-HT3 e 5-HT7, demonstramos que receptores
5-HT, e, mais especificamente os do subtipo 5-HT2a, Sejam os
principais responsaveis por gerar a contracdo observada no CC de rato.
Podemos concluir que a ativacdo de receptores 5-HT2a pela 5-HT em
CC de ratos induz uma resposta contratil que sofre dessensibilizacdo
com exposicdes repetidas a amina, fenémeno ndo observado na veia
dorsal peniana. Desta forma, por ndo manter seu efeito contratil no CC,
e por contrair a veia dorsal peniana, a 5-HT pode contribuir para a
funcdo erétil em ratos.

Palavras-chave: Serotonina. Corpo Cavernoso. Taquifilaxia.






ABSTRACT




BERRETTA, L. M. “Characterization of serotonin-induced contraction in
rat corpus cavernosum.” 2014. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) —
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia, Universidade Federal de Santa
Catarina.

Erectile dysfunction is defined as the inability to obtain and/or maintain
an erection for satisfactory sexual performance. Penile erection occurs
by the increase in blood flow into the penis in parallel with the
relaxation of the corpus cavernosum (CC), its erectile tissue.
Furthermore, a decrease in venous return from the penis is also
necessary to maintain erection, a process that involves the participation
of the dorsal penile vein. The role of serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-
HT) in penile erection is not well established despite the increasing use
of drugs that alter its homeostasis, such as fluoxetine. Moreover, data
from our laboratory show the ability of the CC to take up 5-HT and
metabolize it into its major metabolite, 5-HIAA. Other studies have
shown that after 5-HT uptake by the vascular smooth muscle cell, it is
able to modulate smooth muscle contraction intracellularly by a
mechanism called serotonylation. In light of these aspects, and knowing
preliminarily the contractile ability of 5-HT, the purpose of this study
was to characterize pharmacologically the contractile response of the rat
CC to 5-HT. By evaluating neurogenic contractions induced by
electrical field stimulation, we observed that norepinephrine is the main
contractile neurotransmitter released in the rat CC, acting via stimulation
of as-adrenergic receptors. These data suggest nerves in the CC release
little or no 5-HT. Nevertheless, we observed that exogenous 5-HT is
able to induce a non-reproducible contractile response in the rat CC,
suggesting tachyphylaxis. However, this tachyphylactic response to 5-
HT was not observed in the dorsal penile vein. Using methyl-p-
cyclodextrin, a drug that depletes cholesterol from the cell membrane
and causes a disruption of caveolae structures, we found that the
tachyphylactic response does not occur through 5-HT receptor
internalization via caveolae. Furthermore, we found that the inhibition
of 5-HT metabolism by pargyline, as well the inhibition of 5-HT uptake
by fluoxetine did not alter the profile of the contractile response induced
by 5-HT. Moreover, 5-HIAA was unable to produce a contractile
response. These data suggest that intracellular 5-HT is unlikely
important to contraction of the rat CC. Using agonists of the 5-HT; and
5-HT, families of 5-HT receptors and antagonists of the 5-HT1, 5-HT>,
5-HT3 and 5-HT7 families of 5-HT receptors, we observed that the 5-
HT receptors, more specifically the 5-HT-a, are the main responsible



for the contraction induced by 5-HT in the rat CC. We conclude that the
activation of the 5-HT.a receptor by 5-HT induces a tachyphylactic
contractile response in the CC, but not in the dorsal penile vein. This
inability of 5-HT to maintain a sustained contraction of the CC, allied to
its ability to contract the penile dorsal vein, suggest it may contribute to
erectile function in rats.

Keywords: Serotonin. Corpus Cavernosum. Tachyphylaxis.
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INTRODUCAO




1.1 FUNCAO ERETIL

1.1.1  Anatomia do pénis

A estrutura geral do pénis € comum entre os mamiferos (Hull,
Wood e McKenna, 2006) . Anatomicamente, 0 pénis pode ser dividido
em 3 partes: a base, o corpo e a glande. A base é formada por um par de
crus e um bulbo (FIGURA 1) e esté ligada ao 0sso da pelve. Na maioria
das espécies, o par de crus, encontra-se inserido ao ramo pubico do
isquio originando o corpo cavernoso (CC), também em nimero par, mas
interligados entre si. O bulbo, contendo a uretra, atravessa o diafragma
urogenital entre as crus e entdo se estreita para formar o corpo
esponjoso, localizado na porgao inferior e ventral do pénis, e termina se
expandindo novamente dando origem & glande, dentro da qual o CC
termina (Eardley e Sethia, 2003; Hull et al., 2006).

|Por9§o dorsal

Corpo cavernoso

Crus esquerda

Crus direita

Uretra =i

oy

Bulbo

) Porgao
\ - ventral

Corpo S

esponjoso e Glande

Figura 1 - Estruturas penianas. A porcdo dorsal e a por¢do ventral juntas
formam o pénis. A figura representa o pénis humano. Traduzido e adaptado de
Eardley e Sethia, 2003.




1.1.2  Estrutura do corpo cavernoso

O CC (FIGURA 2) de mamiferos é constituido principalmente
por feixes de fibras musculares lisas, elasticas e colagenas que formam
sinuséides (trabéculas)(Hull et al., 2006). Os sinusoides se dispdem de
modo tortuoso, formando, entre eles, espacos vasculares delineados por
células endoteliais, cujo aspecto se assemelha a cavernas (Goyal et al.,
2005). Esses sinusoides funcionam como reservatdrios preenchidos por
sangue, 0 qual chega através das artérias helicoidais (ramificacdes
originadas da artéria peniana profunda), e tém um papel fundamental na
erecdo peniana (Bivalacqua et al., 2000).

O retorno venoso se da por meio do plexo venoso subalbugineo, o
qual se conecta a veia dorsal peniana (VDP) devolvendo o sangue a
circulacdo sistémica. As fibras coladgenas ainda formam a tunica
albuginea, uma estrutura que recobre 0 corpo cavernoso, mas que, junto
dele, possui capacidade de se expandir durante a tumescéncia (Eardley e
Sethia, 2003; Goyal et al., 2005).

Veia dorsal superficial

Artéria dorsal _ ) Nervo dorsal do pénis

Veia dorsal peniana

Corpo (_z
cavernoso > Tunica albuginea

& —— Artéria cavernosa
Corpo esponjoso
Artéria uretral
Uretra

Figura 2 - Estrutura anatdbmica do corpo cavernoso de humano. Traduzido e
adaptado de Eardley e Sethia, 2003.



1.1.3 Hemodinamica da erecéo e o controle do tbnus muscular

Em mamiferos como o homem, macaco, cachorro, gato e
roedores, a erecdo envolve um processo de alargamento e enrijecimento
do pénis (Hull et al., 2006), sendo esse um fenbmeno essencialmente
vascular. A expansao dos sinusoides e o seu preenchimento com sangue
depende do influxo de sangue através das artérias, bem como da
diminuicéo do retorno venoso (FIGURA 3).

Para a manutengdo do estado flacido do pénis, impulsos nervosos
contraem suas artérias e a musculatura lisa do CC. O resultado disso é a
diminuicdo do influxo de sangue para o pénis. Importante ressaltar que
nesse caso, o retorno venoso, ocorre normalmente (FIGURA 3A).

Durante a erecdo, impulsos nervosos promovem o relaxamento
das artérias, principalmente as helicoidais, e da musculatura lisa do CC,
aumentando o fluxo sanguineo para o pénis. Com a dilatagdo do CC,
diversas veias, como o0 plexo venoso subalbugineo e a propria VDP, séo
mecanicamente comprimidas, impedindo o retorno de sangue para o
corpo, fendmeno denominado veno-oclusdo. A veno-ocluséo é ainda um
dos principais mecanismos responséveis por manter a ere¢cdo (FIGURA
3B) (Lue, 2000; Hull et al., 2006; Awad et al., 2011). Além da veno-
oclusdo, De Lima e Silva (2013) demonstrou que certas substancias,
como a 5-HT, sdo capazes de gerar contracdo (vasoconstric¢ao) da VDP,
auxiliando na diminuicdo do retorno venoso. Deste modo, fica evidente
gue para ocorrer a erecdo de modo satisfatério, varios fatores
interligados podem ser necessarios: a dilatacdo da musculatura lisa do
corpo cavernoso e das artérias com consequente aumento do fluxo
sanguineo para o pénis, a constriccdo de veias e a veno-oclusdo, a
integridade dos mecanismos neuronais locais, como dos feixes nervosos.
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Figura 3 - Hemodindmica da ere¢do em um esquema de pénis humano. A)
No pénis flacido, os sinuséides e artérias encontram-se contraidos em relagao ao
painel inferior com fluxo sanguineo diminuido; o retorno venoso ocorre
naturalmente. B) No pénis ereto, as artérias encontram-se dilatadas, bem como
o0s sinusdides. A dilatacdo dessas estruturas per se, comprimem as veias (veno-
oclusdo) impedindo o retorno venoso. Outras substancias também atuam nas



veias com o intuito de gerar venoconstricdo e manter a erecdo. Adaptado e
traduzido de Lue, 2000.

Com relacdo as fibras nervosas presentes no pénis e relevantes
para o controle do ténus, ha a inervacéo autondmica, que é composta por
fibras de pequeno calibre, pouco ou ndo mielinizadas, as quais
coletivamente integram o0 nervo cavernoso. Além dela, existe a
inervacdo somatica (motora e sensorial), que também atua no controle
do tbnus do CC. As fibras soméaticas motoras estdo relacionadas ao
controle voluntario dos impulsos para a musculatura esquelética,
enquanto as somaticas sensoriais conduzem informacgdes aferentes ao
SNC a partir da pele do pénis, da glande, da uretra e também do interior
do CC. A via somética € composta por ramos do nervo pudendo
denominados nervo dorsal do pénis, nervo perineal e nervo inferior reto
(Brooks, 2007; Awad et al., 2011).

1.1.4 Fisiologia da funcéo erétil e os mediadores envolvidos

Para o controle do tdnus peniano ha a participacdo tanto do
sistema nervoso autbnomo quanto somatico. Deste modo, 0s varios
estimulos tateis, olfativos, auditivos, visuais e imaginativos sdo
processados e integrados por algumas areas do sistema nervoso central
(SNC), como os nucleos paraventriculares, area pré-Optica medial,
hipocampo, amigdala medial, a substéncia cinzenta periaquedutal e o
tegumento ventral (Andersson e Wagner, 1995; Andersson, 2011; Melis
e Argiolas, 2011). Mecanismos espinhais e cerebrais sdo responsaveis
por regular esses processos centrais e a erecdo gerada por esses sistemas
é chamada de psicogénica. A FIGURA 4 esquematiza 0 processo:
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Figura 4 - Esquema da ere¢do psicogénica gerada através da interacgdo de
diversos estimulos. Juntos, os estimulos gerados sdo regulados pela medula
espinhal e atingem as estruturas penianas iniciando a erecdo. Adaptado e
traduzido de Andersson, 2001.

As principais moléculas que atuam nas diversas areas do SNC,
facilitando ou dificultando a erecdo, sdo a serotonina, a dopamina, a
oxitocina, os aminoacidos excitatérios, o Oxido nitrico (NO), a
adrenocorticotropina, e os peptideos opidides. Além delas, andrdgenos
também tém um importante papel no controle da ere¢do. Por exemplo, a
falta de testosterona pode diminuir ou abolir uma erecdo gerada pelas
moléculas citadas anteriormente (Andersson e Wagner, 1995;
Andersson, 2011)

No controle periférico da erecdo peniana ha o envolvimento da
inervacdo simpatica, parassimpética, somatica, contendo uma variedade
de neurotransmissores responsaveis por regular o tbnus peniano. Essa
populagdo de nervos é classificada de acordo com o neurotransmissor
liberado em adrenérgicos, colinérgicos e ndo-adrenérgicos nao-
colinérgicos (NANC); sendo que todos os tipos de nervos podem conter
mais de um neurotransmissor. Os NANC, além de neuropeptidios, como
0 peptideo intestinal vasoativo (VIP), podem conter ainda a enzima
Oxido nitrico sintase neuronal (NNOS ou NOS 1) e, portanto, sintetizar e
liberar NO. Além dos neur6nios, o endotélio encontrado nos sinusoides
também é capaz de sintetizar e liberar o NO através da enzima 6xido



nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS I1I). O NO é uma molécula
importante no relaxamento da musculatura lisa (Andersson e Wagner,
1995; Hedlund et al., 2000; Andersson, 2011).

1.1.5 Mecanismos de contracdo

Na auséncia de um estimulo sexual, o pénis é mantido flacido por
intermédio da contracdo da vasculatura peniana e do corpo cavernoso.
Estudos em humanos demonstraram que o principal mediador para a
manutencdo dessa contracdo € a noradrenalina (NA), liberada
principalmente por terminacdes de fibras pds-ganglionares simpaticas.
Nesses tecidos, a noradrenalina atua principalmente nos -
adrenoreceptores pos-juncionais. Para uma revisao mais detalhada sobre
0s receptores adrenérgicos no pénis ver Traish et al. (1999).

Os adrenoreceptores-o; s80 membros da familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), preferencialmente & Gqu1, € a sua
ativagdo resulta na ativacdo de fosfolipase Cp (PLC-B), enzima que
realiza a hidrolise de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para liberar
trisfosfato de inositol (IPs) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se ao seu
receptor que se encontra na membrana do reticulo sarcoplasmatico
promovendo a liberacdo de célcio ali estocado. O célcio, agora em
concentracdo citosolica acima do normal, forma um complexo com a
calmodulina capaz de ativar a quinase da cadeia leve da miosina
(MLCK). A MLCK fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) resultando
numa interacdo (por aumento de afinidade) dos filamentos grossos de
miosina com os de actina, gerando a contracdo celular (Andersson e
Stief, 1997; Simonsen et al., 2002; Koshimizu et al., 2003; Dean e Lue,
2005; Awad et al., 2011). A ativacdo do adrenoreceptor s ativa
simultaneamente a via RhoA/Rho-quinase, a qual, independentemente
do calcio intracelular, inibe a fosfatase da cadeia leve da miosina,
servindo de um mecanismo de manutencdo da contragcdo (FIGURA 5)
(Simonsen et al., 2002; Wang et al., 2002).

Além da noradrenalina, outras moléculas sdo capazes de gerar ou
modular a contracdo do CC, como as endotelinas, a serotonina, a
angiotensina Il, os prostantides (PGF.0, TXA2) e o fator de necrose
tumoral-a (Andersson, 2011). O enfoque principal deste trabalho é dado
a serotonina.
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Figura 5 - Mecanismo de contragdo de uma célula muscular lisa
responsavel por manter o estado flacido do pénis. A noradrenalina, liberada
das fibras nervosas simpaticas, atua em seu receptor adrenérgico o, gerando um
aumento da atividade da enzima fosfolipase C (PLC) com consequente
incremento de inositol trifosfato (1P3). O IP; se liga ao seu receptor IPsR, o qual
se encontra no reticulo sarcoplasmatico, ocasionando a liberagdo de ions de
célcio (Ca?*) do interior do reticulo para o citosol. O Ca?* associa-se a
calmodulina e ativa a quinase da cadeia leve da miosina (MLC) que, por sua
vez, fosforila a MLC promovendo a contragdo celular. A ativacdo do
adrenoreceptor oy causa ainda a ativacdo da enzima RhoA, que por sua vez ativa
a Rho-quinase, a qual inibe a enzima fosfatase da MLC, auxiliando assim na
manutencdo da contracéo celular.
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1.1.6  Mecanismos de relaxamento

O relaxamento das estruturas penianas, com consequente erecao
peniana, se da principalmente por acdo do NO. O NO, liberado tanto do
endotélio quando de terminacdes nervosas NANC, difunde-se pelas
células musculares lisas causando a dilatagdo dessas estruturas. Na
célula muscular lisa, 0 NO ativa a enzima guanilil ciclase (GC), o que
por sua vez incrementa a quantidade de guanosina 3°,5’-monofosfato
ciclico (GMPc). Ha entdo a ativacdo das proteinas quinases G (PKG)
que tem por funcgdo fosforilar diversos alvos, dentre eles canais idnicos
de Ca®* e receptores IP3, o que resulta na reducédo dos niveis de calcio
citosolico e, consequentemente, promove o relaxamento da célula
muscular; bem como o envolvimento de canais de K* (Stief et al., 1997;
Lucas et al., 2000; Lue, 2000; Simonsen et al., 2002; Andersson, 2011).

Essa cascata de sinalizagdo é regulada principalmente pela
enzima fosfodiesterase (PDE) que tem por funcdo quebrar ligacdes
fosfodiester, como as que formam o GMPc, deixando-no na forma linear
(GMP). Farmacos como a sildenafila (Viagra®) tem sua agdo
facilitadora da erecéo peniana por inibirem a PDE do tipo 5, um subtipo
considerado seletivo para 0 GMPc (Thompson, 1991; Andersson, 2001;
Bender e Beavo, 2006).

1.1.7 Disfuncao erétil

A disfuncdo erétil (DE) pode ser definida como a dificuldade
parcial ou total de se obter e/ou manter a erecdo peniana para um
desempenho sexual satisfatorio (Rodrigues e Reis, 1993).

Ela é tdo comum que, no Brasil, um estudo realizado por Moreira
Jr. et al. (2004) envolvendo 71.503 homens com 18 ou mais anos de
idade demonstrou que 53,5% apresentaram algum grau de DE.
Mostraram ainda que, no Brasil, assim como no restante do mundo,
tanto a prevaléncia quanto a severidade da DE depende diretamente da
idade do paciente. Em outro estudo, realizado por Abdo et al. (2006),
com 2862 homens de 18 a 70 anos de idade, foi observado uma
prevaléncia de DE em 45% da populagdo analisada.

Antes disso, em 1999, Ayta¢ et al. publicaram um artigo com
estimativas de que, no mundo, mais de 152 milhdes de homens sofreram
com algum tipo de DE no ano de 1995. Para o ano de 2025, esses
autores preveem a prevaléncia de DE em homens em torno de 322
milhdes.
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A DE pode ser classificada como de natureza psicogénica ou
organica, sendo que 80% dos casos podem ter uma causa organica. As
causas da DE de natureza organica podem ser subdivididas em vascular,
neurogénica, anatémica e hormonal. Pode ainda ser classificada de
acordo com a intensidade em leve, moderada ou completa. E importante
ressaltar que mesmo tendo etiologia primaria organica, a DE &
considerada multifatorial, pois 0 componente psicolégico coexiste
nesses casos (Diaz Jr e Close, 2010). Portanto, é evidente que a DE
compromete a qualidade de vida dos pacientes e de seus respectivos
parceiros, bem como pode ser indicio de doengas subjacentes como:
diabetes, hipertensdo arterial, hipogonadismo, doenca vascular
periférica, dislipidemias e doengas neuroldgicas. Outros fatores também
sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento da DE, dentre
0s mais citados estdo o tabagismo, alcoolismo, abuso de drogas e estilo
de vida sedentério (Feldman et al., 1994; Lue, 2000; Andersson, 2011).
Além disso, questbes socioecondmicas e o nivel de educacdo do
individuo também parecem estar envolvidos (Johannes et al., 2000).

O tratamento da DE, assim como de outras diversas desordens,
tem evoluido com o passar do tempo. A partir da década de 1980,
injecdes intracavernosas com agentes farmacol6gicos comecaram a ser
utilizadas no intuito de induzir erecdo peniana (Bivalacqua et al., 2000).
Desde entdo, véarios farmacos vasoativos foram utilizados como a
papaverina, um composto classificado como inibidor da PDE, mas com
outras diversas acOes, e a fentolamina, um antagonista competitivo de
receptores a-adrenérgicos. Apesar de terem sido muito importantes no
tratamento da DE, injecGes intracavernosas podem causar dor,
hipotensdo e uma reacdo fibrotica local. A mudanca nesse paradigma
surgiu com o desenvolvimento de farmacos de uso oral, principalmente
com o advento da sildenafila. (Bivalacqua et al., 2000; Lue, 2000). No
entanto, parte dos pacientes ndo responde a esse tipo de tratamento
(Eardley e Sethia, 2003), abrindo espaco para a busca de novos
mecanismos envolvidos no processo de contragdo-relaxamento das
estruturas penianas, bem como de novos farmacos para o tratamento da
DE.

1.2 5-HIDROXITRIPTAMINA

A 5-hidroxitriptamina (5-HT; serotonina) foi descoberta na
década de 1930 por Vittorio Erspamer enquanto pesquisava o efeito de
diversas aminas, obtidas da pele e do trato intestinal de animais, na
contratilidade da musculatura lisa. Erspamer demonstrou interesse
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especial por uma substancia encontrada nas células enterocromafins
intestinais, a qual chamou de enteramina (Whitaker-Azmitia, 1999).
Em 1948, Maurice M. Rapport, Arda A. Green e Irvine H. Page
publicaram uma série de artigos relatando a descoberta de uma
substancia oriunda do soro bovino com estrutura semelhante aquela do
triptofano ou da triptamina e com atividade vasoconstrictora, qual foi
chamada de serotonina. Apés um ano da descoberta da serotonina,
Rapport estudando a estrutura quimica da serotonina, conseguiu
desvendar a sua forma molecular (C1oH210N2) e a denominou-se 5-
hidroxitriptamina (Rapport, 1949).

Em 1952, Erspamer e Asero, em uma publicagdo na Nature,
demonstraram que a estrutura quimica da enteramina é a b5-
hidroxitriptamina. Desta forma, a enteramina e a serotonina sdo a
mesma substancia (Erspamer e Asero, 1952).

Além do papel inicial de modular o ténus vascular, a 5-HT é bem
conhecida por atuar como um neurotransmissor. Essa descoberta deve-
se aos trabalhos iniciais de Betty Mack Twarog que desde 1949, durante
seu doutorado em Harvard, investigou possiveis neurotransmissores na
musculatura lisa do mexilhdo Mytilus edulis. Além de Twarog, outro
importante pesquisador nesse campo foi Dilworth Wayne Woolley, que
investigou o papel da 5-HT no cérebro e em doengas mentais (Whitaker-
Azmitia, 1999).

1.2.1 Biossintese, transporte, captacao e biotransformacéo

A Dbiossintese da 5-HT (FIGURA 6) se da a partir do
aminoacido L-triptofano, obtido de alimentos como ovo, chocolate,
laticinios (iogurte, queijo, leite), carnes e nozes. De todo L-triptofano
absorvido, somente 5 a 10% seguem para a rota de sintese da 5-HT,
sendo o restante metabolizado em quinurenina, molécula importante
para a formacdo de melatonina, pelas enzimas indolamina dioxigenase e
triptofano dioxigenase (Stone e Darlington, 2002; Watts et al., 2012).

A primeira etapa (etapa limitante) para a formacéo da 5-HT se
da pela conversdo do L-triptofano a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por
acdo da enzima triptofano hidroxilase (TPH). A TPH é conhecida em
duas isoformas independentes, TPH;1, presente em tecidos extra neurais,
e TPHy, expressa principalmente no SNC (Walther, Peter, Bashammakh,
et al.,, 2003). Em seguida, a descarboxilase de aminoéacidos L-
aromaticos (AADC) remove a carboxila do 5-HTP, formando a 5-HT.
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Figura 6 - Sintese e metabolismo da 5-HT. Adaptado de Watts et al., 2012.

O metabolismo da 5-HT (FIGURA 6) ocorre por acdo da
monoamina oxidase (MAO), seguida da aldeido desidrogenase (ADH),
com formacdo do 4&cido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA), um
metabdlito estdvel. A MAO é uma proteina integral da membrana
mitocondrial (Rendu et al., 2011), portanto, o0 metabolismo da 5-HT
ocorre intracelularmente. A 5-HT do meio extracelular pode ser captada
pelas células (FIGURA 7), o que ocorre principalmente através do
transportador de serotonina (SERT), mas também pode ocorrer por
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outras vias, como por exemplo através dos transportadores de
noradrenalina (NET) (Watts et al., 2012). A MAO existe em duas
isoformas: MAO-A e MAO-B; a diferenca consiste principalmente na
seletividade por substratos e inibidores. Deste modo, a degradacdo da 5-
HT é feita preferencialmente pela MAO-A. Perifericamente, os tecidos
que contribuem significativamente para 0 metabolismo da 5-HT sdo os
pulmdes, intestino e as células endoteliais do sistema vascular (O'carroll
etal., 1983; Watts, 2005).

A maior parte da 5-HT corporal (95%) é produzida pelas células
enterocromafins da mucosa intestinal (FIGURA 7) (Racké et al., 1995;
Kidd et al., 2008). No entanto os pulmdes, algumas regibes cerebrais e
células do musculo liso vascular também sdo capazes de sintetiza-la (Ni
e Watts, 2006). Apos a sintese, a 5-HT é armazenada em vesiculas
através do transportador vesicular de monoaminas (VMAT) (FIGURA
7) (Schéafermeyer et al., 2004). No caso das células enterocromafins,
apos a sintese da 5-HT, ela pode ser liberada da célula e seguir por
diferentes caminhos:

e Ser captada e/ou interagir com células vizinhas, como as
epiteliais (Martel et al., 2003) (FIGURA 7), nervosas e
do sistema imune (Gershon, 2004);

e Ser liberada no limen intestinal e ser entdo eliminada
junto com as fezes (FIGURA 8) (Tsukamoto et al.,
2007);

e Ser liberada na lamina propria intestinal e entdo entrar
na circulacdo sanguinea (através da circulacdo éntero
hepatica), e permanecer livre ou ser captada por
plaquetas via SERT (FIGURA 8) (Bertrand e Bertrand,
2010).

A 5-HT liberada na forma livre dentro do sangue é rapidamente
degrada pela MAO-A assim que chega ao figado, garantindo a baixa
concentracdo sanguinea de 5-HT. De modo contrario, a 5-HT captada
pelas plaquetas fica protegida desse mecanismo de degradacdo hepatico
e consegue entrar na circulacdo sistémica (FIGURA 8) (Bertrand e
Bertrand, 2010). A existéncia de um sistema de transporte dependente
de sodio para a 5-HT em plaquetas foi elucidada por Sneddon (1969).
Na época, ele definiu o que hoje conhecemos por SERT como um
transportador localizado na membrana das plaquetas.
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Figura 7 - A producgdo de 5-HT em uma célula enterocromafim. No topo da
figura o triptofano serve de base para a formagdo do 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) através da enzima triptofano hidroxilase tipo 1 (5-HTP;). O 5-HTP ¢
entdo convertido em 5-HT pela aminoéacido aromético descarboxilase (AADC),
para entdo ser armazenado em vesiculas através do seu transportador vesicular
(VMAT). E possivel observar ainda o processo de liberacdo da 5-HT vesiculada
e sua recaptacdo através do transportador de 5-HT (SERT) pelas células
epiteliais vizinhas. A isoforma da monoamina oxidase (MAO-A) também é
representada (localizada na mitocondria) e tem a fungdo de promover a
degradacdo da 5-HT em seus metabolito, principalmente o acido 5-hidroxi-
indol-acético (5-HIAA). Adaptado e traduzido de (Bertrand e Bertrand, 2010).
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Figura 8 - O ciclo da 5-HT: da origem até o sangue periférico. A 5-HT
gerada nas células enterocromafins pode ser liberada no limen intestinal e atuar
nas células vizinhas, tanto em receptores serotonérgicos ou captadas via SERT,
ou ainda ser eliminada junto das fezes. Se liberada na base da vilosidade
(ldmina prépria intestinal), pode também atuar nas células vizinhas como
neurdnios ou cair na circulagdo porta hepatica, na forma livre ou serem
captadas, através do SERT, por plaquetas. A 5-HT livre é degrada pela enzima
MAO-A ao passar pelo figado, ja a 5-HT captada pela plaqueta segue para o
sangue periférico e a circulagdo geral. Traduzido e adaptado de Bertrand e
Bertrand, 2010.

Com relagdo ao processo de captacdo e metabolizagdo da 5-HT
nas estruturas penianas, De Lima e Silva (2013) demonstrou, por
quantificacdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, que
tanto o CC quanto a VDP sdo capazes de captar a 5-HT e de metaboliz&-
la em 5-HIAA. Um fato interessante observado foi que essa captacéo
independe dos transportadores SERT, NET ou da dopamina (DAT),
sugerindo que outros sistemas de transporte também podem participar
desse processo de captacdo de 5-HT. Um possivel mecanismo, sugerido
no trabalho, é o de que esse transporte ocorra através de transportadores
de cations organicos, dado a sua capacidade de realizar o transporte de
diversas monoaminas, como a 5-HT (Jonker e Schinkel, 2004).
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1.2.2 Receptores paraa 5-HT

A maior parte da acdo da 5-HT se da por ativacdo de seus
receptores, os quais foram classificados em sete familias (5-HT1 — 5-
HT?>), com pelo menos 15 subtipos distintos em mamiferos. Essa grande
variedade de receptores explica, a0 menos parcialmente, o grande leque
de acBes possiveis da 5-HT em sistemas bioldgicos complexos, como é
0 caso do rato e do homem. Essa divisdo leva em consideracdo os
seguintes critérios:

e Operacionais, como a seletividade de agonistas e
antagonistas para cada subtipo de receptor;

e  Estruturais (sequéncia de aminoacidos);
Transducionais, que consideram 0s mecanismos de
transducdo de sinais intracelulares.

Com excecdo do receptor 5-HTs, um receptor ionotrépico
(canal i6nico operado por ligante), todos os demais sdo metabotrdpicos
(acoplados a proteinas G) (Hoyer et al., 1994; Barnes e Sharp, 1999).

A seguir é apresentado um breve resumo das familias e subtipos
de receptores serotonérgicos. Maiores informacbes podem ser
encontradas nas revisdes de Hoyer et al. (1994) e de Barnes & Sharp
(1999).

A familia 5-HT1 é composta por receptores acoplados a proteinas
Gip, com a funcdo mais evidenciada de inibir a adenilil ciclase,
reduzindo assim os niveis de AMPc, entretanto, outras vias
transducionais podem ocorrer. A variedade de subtipos vai de 5-HT1aa
5-HT1r, 0 que permite uma diferente seletividade para os farmacos, bem
como uma expressao diferenciada ao longo do corpo.

A familia 5-HT. apresenta trés membros, 5-HT2a a 5-HTac.
Diferentemente da familia 5-HT1, os membros da 5-HT estéo ligados a
uma proteina G com ativacdo da fosfolipase C, ou seja, sua ativacdo
desencadeia um aumento de IP3; seguido do incremento de calcio
intracelular.

A familia 5-HT3 é a excecdo das familias, pois é o Gnico membro
pertencente ao grupo de canais idnicos operados por ligante. Esse
complexo (receptor + canal) apresenta-se na forma de um pentamero, ou
seja, é formado por cinco subunidades denominadas de 5-HT3A-E. Este
complexo é um canal de céations ndo seletivo, sendo permeavel
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principalmente para ions Na* e K*, mediando processos de sinaliza¢do
rapida.

A familia 5-HT4, por sua vez, interage positivamente com a
proteina Gs, ocasionado, de modo oposto ao visto na familia 5-HT1, uma
ativacdo da enzima adenilil ciclase, incrementando os niveis de AMPc.

A familia 5-HTs apresenta 2 subtipos de receptores, 0 5-HTsa € 0
5-HTsg €, apesar de serem considerados receptores acoplados a proteina
G, ainda ndo hd um consenso sobre o sistema transducional desses
receptores, assim como de suas fung@es fisiolégicas. Presume-se que 0
receptor 5-HTsa atue via proteina G;, inibindo assim a adenilil ciclase.
Entretanto, ha ainda a possibilidade de um processo transducional com
incremento da mobilizacdo de Ca?* intracelular, entre outras possiveis
vias ainda discutidas (Francken et al., 1998; Hurley et al., 1998; Noda et
al., 2003).

Tanto a familia 5-HTe quanto a 5-HT7 apresentam um dnico
membro e possuem em comum que sua ativagao resulta na ativacdo da
adenilil ciclase através da proteina Gs.

1.2.3 Alteracéo no toénus da musculatura lisa induzida por 5-HT

Como visto anteriormente, uma das primeiras funcgdes
identificadas da 5-HT foi a de modificar o tonus da musculatura lisa,
principal constituinte muscular dos vasos e do corpo cavernoso.

De modo geral, qualquer vaso sanguineo quando montado em um
sistema de 6rgdo isolado, apresenta resposta contratil ao ser estimulado
por 5-HT. Apesar da capacidade contratil ser predominante, respostas de
relaxamento também sdo possiveis de serem observadas em vasos
estimulados por 5-HT. Isto pode ser explicado pela variedade de
receptores existentes e também pela expressdo diferenciada em cada
tecido ou espécie (Watts et al., 2012). Por exemplo, a 5-HT induz
relaxamento em veia cava de suinos (Trevethick et al., 1984), enquanto
que na veia cava de coelhos induz uma modesta contracdo
(Hellegourach et al., 1985). Em ratos, uma contragdo de 70% da obtida
por noradrenalina foi observada (Linder, Ni, et al., 2007). Essa diferenca
interespécie pode ser observada ndo apenas na musculatura lisa vascular,
como também no corpo cavernoso. E importante salientar que, de modo
geral, a 5-HT é capaz de induzir uma contracdo dependente de
concentragéo no CC.

Em humanos, a utilizacdo de antagonistas dos receptores 5-HT1a
(NAN-190), 5-HT2a (ketanserina) e 5-HT. (SB 203186) diminuiu ou
aboliu a contragdo induzida por 5-HT em CC (Lau et al., 2006).
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Em coelhos, assim como nos humanos, foi possivel suprimir a
resposta contratil induzida por 5-HT com antagonistas de receptores 5-
HT:a (WAY100635), 5-HT, (LY53857) e 5-HT.a (ketanserina).
Entretanto, o0 antagonista de receptores 5-HT, SDZ 205557
potencializou a contracdo induzida pela 5-HT; demonstrando a
existéncia de algumas diferencas interespécies. (Furukawa et al., 2003).
E Importante notar que a potencializacdo da resposta contrétil induzida
pelo SDZ 205557 sugere que, no CC de coelhos, a 5-HT pode participar
tanto da promogdo de contragdo quanto de relaxamento dessa estrutura.

Furukawa et al. (2003) também observaram que o antagonista LY
278584 (5-HT3) ndo altera o perfil da contragdo induzida pela 5-HT,
sugerindo que este receptor ndo participa na mediacdo da contracdo
induzida por 5-HT em CC de coelhos

H& uma escassez de trabalhos focando na contracdo induzida por
5-HT no CC de ratos, o que estimulou a realizacdo do presente trabalho.

1.2.4 O controle do tdnus muscular pela 5-HT independente de
receptor

A 5-HT pode modular o ténus muscular de modo independente
da ativacdo de receptores. Apos a captacdo da 5-HT pela célula, ha, por
intermédio da enzima transglutaminase, a transaminacao da 5-HT com
residuos de glutamina de diversas moléculas, como as pequenas
GTPases (Walther, Peter, Winter, et al., 2003) e proteinas contrateis,
como a a-actina (Watts et al., 2009). Essa transaminacao resulta em uma
ligagdo covalente do tipo glutamil-amida, processo conhecido como
serotonilacdo. Este processo foi primeiramente descrito em plaquetas
(Walther, Peter, Winter, et al., 2003) e, em 2009, Watts et al. o
observaram no musculo liso vascular. Naquele trabalho, a inibi¢do da
transglutaminase aboliu a resposta contratil induzida por 5-HT em aorta
de ratos, revelando a importancia fisiolégica do processo de
serotonilagdo na musculatura lisa.

1.2.5 A serotonina e a funcao erétil

Inicialmente, trabalhos como o de Ahlenius et al. (1971) e o de
Mclintosh & Barfield (1984) sugeriram que a diminui¢do nos niveis de
5-HT no SNC facilitaria 0 comportamento sexual em diversas espécies,
assim como o contrério, o aumento nos niveis de 5-HT no SNC,
funcionaria como um inibidor das funcBes sexuais. Entretanto, sabe-se
hoje que ela possui tanto uma agéo facilitadora ou inibidora das funcdes
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sexuais, dependendo de quais subtipos de receptores sdo ativados em
diferentes areas do SNC (Svensson e Hansen, 1984; Andersson, 2011).

Com relacéo aos mecanismos periféricos, Finberg & Vardi (1990)
observaram um aumento da pressdo intracavernosa (indicador de
tumescéncia e erecdo peniana), ao realizar o estimulo da parte sacral da
medula espinhal. Ao injetar intravenosamente 5-HT, eles observaram
uma inibi¢do do aumento da pressdo, efeito bloqueado quando utilizados
0s compostos metisergida (antagonista 5-HT1 e 5-HT,) e metiotepina
(potente antagonista 5-HT>, e também 5-HT1), mas ndo por ketanserina
(antagonista 5-HT>) ou MDL 72222 (antagonista 5-HT3).

Deste modo, farmacos que alteram a homeostasia da 5-HT séo
capazes de alterar a resposta sexual do individuo, seja por mecanismos
centrais ou periféricos. H& de se considerar que a 5-HT por si s6 pode
ser um agente contrétil, e que seus agonistas/antagonistas podem
modular a contratilidade das células musculares lisas das artérias e
arteriolas penianas, bem como do proprio CC.

Estudos ja demonstraram que a incidéncia de DE é maior entre
individuos com depressdo maior do que em individuos sadios (Rosen e
Marin, 2003). Além disso, alguns desses individuos com depressdo
também apresentam uma perda reversivel da tumescéncia noturna do
pénis, comum em individuos sadios (Roose et al., 1982; Steiger et al.,
1993). Deste modo, pode-se supor que o tratamento da depressdo pode
ser benéfico na funcdo erétil desses pacientes. Os principais farmacos
utilizados no tratamento da depressao modulam a homeostasia da 5-HT,
como os inibidores da MAO, os antidepressivos triciclicos e o0s
inibidores da recaptacdo de serotonina (ISRS). Ainda, apesar de serem
Uteis no tratamento da depressdo, esses medicamentos podem alterar a
funcdo erétil e causar a piora de uma DE pré-existente (Rosen e Marin,
2003).

A trazodona, um antidepressivo atipico capaz de inibir a
recaptacdo central de 5-HT, mas também capaz de bloquear receptores
serotonérgicos e dopaminérgicos, possui como principal metabélito o m-
CPP. O m-CPP é um agonista de receptores 5-HT1a18 €, principalmente
5-HT,c, sendo capaz de induzir eregdes espontaneas (Azadzoi et al.,
1990; Hoyer et al., 1994). Apesar disso, sabe-se que a trazodona e 0 m-
CPP também sdo capazes de bloquear receptores a-adrenérgicos, sendo
este outro possivel mecanismo para a erecdo espontdnea observada
nesses individuos (Krege et al., 2000).

Ha ainda um caso reportado de um paciente que, fazendo o uso de
fluoxetina, um ISRS, para o tratamento de sua depressao, apresentou um
quadro de priapismo com duragdo de aproximadamente 10 horas (Javed,
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1996). Priapismo é uma erecdo espontanea, dolorosa, prolongada e
potencialmente danosa ao pénis. De modo geral, os ISRS sdo associados
ao oposto do priapismo, ou seja, dificultam a erecdo peniana. Diversos
trabalhos relatam o aumento da DE com o uso desses medicamentos,
dentre eles, os usuarios de paroxetina sdo considerados 0os com maior
prevaléncia da DE com relagdo aos que usam outros ISRS como a
fluoxetina, fluvoxamina e sertralina (Montejo-Gonzalez et al., 1997).

Com base nessa introdugdo, na qual foi revisado boa parte da
literatura cientifica disponivel, parece claro que a 5-HT é capaz de gerar
contracdo do CC de rato, 0o que por si s6 seria um mecanismo que
dificultaria a erecdo peniana. Indo na contramao desta hipdtese, dados
ndo publicados de nosso laboratério mostram que a administracdo
intraperitoneal de 5-HT causa ere¢do espontanea de rato. Esses dados
deixam em aberto uma grande questdo: qual a participacdo da 5-HT na
funcdo erétil? Serd que a contracdo gerada pela 5-HT no CC ¢ relevante
para a ere¢do ou ¢é a noradrenalina que realmente mantém a contracdo do
pénis? Serd que essa contragdo gerada pela 5-HT é consistente ou pode
sofrer taquifilaxia?
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2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a resposta
contratil do CC de rato & 5-HT.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar se ha liberacdo neuronal de 5-HT no CC de rato;

e Auvaliar o perfil contratil gerado pela 5-HT em CC de rato, isto
é, verificar tanto a resposta contratil com o uso de diferentes
concentragcbes de 5-HT, quanto a reprodutibilidade dessa
resposta contratil apos varios estimulos;

e Caracterizar farmacologicamente os receptores envolvidos na
resposta contratil induzida por 5-HT em CC de rato.

e Verificar se 0 mecanismo de perda de resposta contratil envolve
a participacdo de caveolas;

e Investigar o papel do metabolismo celular e da captacdo da 5-
HT na resposta contratil do CC de rato.
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MATERIAL E METODO
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3.1 Animais

Para o estudo foram utilizados ratos Rattus novergicus (wistar
machos), com trés meses de idade e pesando entre 280-350 g. Os
animais foram disponibilizados pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia com livre acesso a dgua e racdo, em
condicBes controladas de temperatura (22 £ 2 °C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 h cada). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comite de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA,
processo n° PP00706).

3.2 Coleta e preparo dos tecidos

Para os protocolos experimentais, foram utilizados o corpo
cavernoso (CC) e a veia dorsal peniana (VDP). Para coletar os tecidos,
0s animais foram anestesiados com solugdo de cetamina (90 mg/kg) e
xilazina (15mg/kg) administradas por via intraperitoneal (IP). Apds a
completa anestesia, os animais foram eutanasiados por pneumotorax,
ocasionada pela abertura da cavidade toracica. O pénis foi retirado na
regido de insercdo da crura e colocado em uma placa de petri contendo
solucdo salina fisiologica (SSF), cuja composicdo estd detalhada no
QUADRO 1:

Quadro 1 - Composic¢do da solugdo salina fisiologica (SFF)

Substancia Concentragdo (mM)
NaCl 131,3
KCI 4,7
KH2PO4 1,18
MgSO, - 7H20 1,17
CaC|2 - 2H,0 1,6
Dextrose 5,6
NaHCOs; 14,9
EDTA 0,08

Com auxilio de uma lupa e de materiais cirdrgicos, os tecidos
adjacentes ao CC, bem como a VDP e a uretra foram removidos e
descartados, exceto nos protocolos em que a VDP foi utilizada. Nesses
protocolos, a VDP foi também dissecada tendo os tecidos adjacentes
removidos. Cada CC foi seccionado em duas tiras (direita e esquerda) e,
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as veias, quando utilizadas, foram seccionadas em 2 anéis de
aproximadamente 5 mm de comprimento cada.

3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Montagem e preparo dos tecidos em cubas de érgao isolado
para medidas de tensao isométrica

Os tecidos (anéis de VDP ou tiras de CC) devidamente
dissecados e segmentados (item 3.2), foram montados em cubas de
6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. As cubas foram
preenchidas com SSF (6 mL para CC e 2 mL para VDP), mantidas a 37
°C e aeradas com mistura carbogénica (95% O; e 5% COy). Os tecidos
permaneceram sob uma tenséo basal de 250 mg para CC e 600 mg para
VDP por um periodo de 60 minutos para estabilizagdo, sendo a SSF
trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo, os tecidos
foram estimulados com fenilefrina (10 uM) (Teste de viabilidade 1) para
obtengdo de uma resposta contratil com duragdo de 15 min. A SSF foi
substituida diversas vezes até a tensdo retornar ao nivel basal
(aproximadamente 35 min) e um novo estimulo com fenilefrina (10 uM)
foi realizado para obtencdo de uma segunda resposta contratil também
com duracdo de 15 min (Teste de viabilidade 2). Em alguns protocolos
experimentais, a fenilefrina foi substituida por outro agente contratil
conforme discutido adiante.

Foram considerados viaveis as tiras de CC que apresentaram mais
de 70 mg de contracdo e 0s anéis de VDP com mais de 400 mg de
contracdo em ao menos um dos testes de viabilidade descritos acima.
Apos os testes de viabilidade, a SSF foi trocada diversas vezes até o
retorno da tensdo a linha basal antes da realizacdo de diferentes
protocolos experimentais.

3.3.1.1 Sistema para 6rgdos isolados utilizado para a obtengéo das
medidas de tenséo isométrica.

O sistema (FIGURA 9) consiste em cubas de vidro com
capacidade para 6 mL (para o0 CC) ou 2 mL (para a VDP) de SSF
fixadas a um suporte (FIGURA 10). Para o registro das variagdes de
tensdo, foram utilizados transdutores de forca isométrica (Grass
Instruments Co, EUA ou ADInstruments, Australia) acoplados a um
sistema de aquisicdo de dados Powerlab, versdo 7.2 AD Instruments,
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Australia. Para a EEC, foi utilizado um estimulador modelo LE 12406
TC (Panlab, Espanha).

= e = S |
Figura 9 - Sistema para 6rgéo isolado. Em A visualiza-se o transdutor; em B
0 suporte para fixagdo do 6rgdo, nesse caso 0 CC; em C a cuba, nesse caso com
capacidade de 6 mL. Fonte: gentilmente cedida por Denise Curi da Cunha,
2014.
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Figura 10 - Haste para fixa¢do do corpo cavernoso. Verifica-se que a haste
possui um aparato para fixagdo dos plugs que sdo ligados ao gerador de pulso
elétrico (ndo mostrado). Fonte: gentilmente cedida por Denise Curi da Cunha,
2014.

3.3.2 Avaliacdo da contracdo induzida por 5-HT em corpo
cavernoso de rato

Uma curva concentragdo-resposta cumulativa (CCRC) foi
realizada para verificar a capacidade da 5-HT exdgena em contrair o
CC. As concentragdes de serotonina utilizadas variaram de 10 nM a 100
UM, aplicadas de modo crescente e cumulativo com um intervalo de 5
minutos entre administracdo de cada concentragéo.

Como controle, outro grupo experimental foi realizado utilizando
a fenilefrina como agente contratil; de maneira semelhante
(concentracdes e intervalo de tempo) ao da 5-HT.

3.3.3 Avaliacéo da liberacao neuronal de transmissores contrateis
em corpo cavernoso de rato

Sabe-se que a noradrenalina é a principal substancia liberada
pelos neurdnios capaz de contrair 0 corpo cavernoso atuando nos
receptores ag-adrenérgicos. Para verificar se a 5-HT também é liberada
por neurdnios intracavernosos do CC, alguns protocolos utilizando
estimulacdo elétrica de campo (EEC) foram realizados. Em todos os
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protocolos, o tempo de incubacdo com os farmacos foi de 30 min e, apds
esse periodo, os tecidos foram estimulados com trens de pulsos
retangulares de 1 ms de duragéo e intensidade de 20 V, 64 Hz, durante
10 s. A EEC foi aplicada através de dois eletrodos de platina presentes
no suporte, sendo um deles um gancho localizado abaixo da preparacédo
e 0 outro um anel localizado acima desta. Esse experimento foi
padronizado em nosso laboratério por Leitolis (2013) e a frequéncia
escolhida foi a pendltima da obtida na curva frequéncia-resposta obtida
por Leitolis.

Com o intuito de evitar a interferéncia de mecanismos de
relaxamento, todos os tecidos foram incubados com L-NAME (100
KMM), um inibidor da sintase do Oxido nitrico, e atropina (1 uM), um
antagonista dos receptores colinérgicos muscarinicos. Além do grupo
controle, recebendo somente L-NAME e atropina, 0s seguintes
protocolos foram desenvolvidos:

e Para inibir a liberagdo de noradrenalina na juncdo
neuromuscular, o tecido foi incubado com guanetidina,
um farmaco que inibe a sua liberagdo. Duas
concentra¢Bes de guanetidina foram utilizadas, 10 e 100
MM, baseadas nos trabalhos de Benvindo et al. (2011) e
Kim et al. (2010);

e Para avaliar se a contracdo observada se da por ativacio
de receptores al-adrenérgicos utilizamos prazosina, um
antagonista  seletivo  desses  receptores.  Duas
concentracBes de prazosina foram utilizadas, 0,1 e 1 uM,
de acordo com os trabalhos de Mizusawa et al. (2002) e
El-Metwally et al. (2007);

e Um terceiro protocolo foi empregado utilizando
juntamente a prazosina 0,1 UM e a guanetidina 10 pM;

e Para verificar se o0 sistema serotonérgico estaria
modulando a liberacdo de noradrenalina e, dessa forma
gerando a contracdo do CC de rato, tiras de CC foram
incubadas com prazosina (0,1 uM ou 1 puM) por 30
minutos. Essas concentragbes foram utilizadas pois
antagonizaram com sucesso a contracdo induzida por
EEC. Apds a incubacéo, o tecido foi estimulado com 5-
HT ex6gena (100 puM). Como controle, tiras de CC
foram estimuladas com fenilefrina (FE; 10 pM), um
agonista al-adrenérgico na presenca e auséncia de
prazosina (0,1 pM).
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3.3.4 Avaliacdo da reprodutibilidade do perfil contratil do corpo
cavernoso e veia dorsal peniana frente a agentes contrateis

Com o intuito de avaliar a reprodutibilidade da resposta contratil
frente a varios estimulos de 5-HT exdgena e fenilefrina, tiras de CC ou
anéis de VDP foram estimulados quatro vezes (E1, E2, E3 e E4) com 5-
HT (100 uM) ou fenilefrina (10 uM). Tiras de CC, mas ndo a VDP,
também foram estimuladas quatro vezes com solugdo de KCI (80 mM)
isotbnico (obtido por substituicdo de NaCl por KCI na SSF). Cada tira
foi estimulada com um Unico agente contratil. As respostas a cada
estimulo foram registradas por um periodo de 15 min e, apo6s esse
periodo, a SSF foi trocada diversas vezes para garantir o retorno a linha
basal (aprox. 35 min). No grupo experimental em que a contracdo foi
induzida por KCI, os testes de viabilidade também foram realizados
utilizando KCI na mesma concentra¢do (80 mM) e ndo com fenilefrina,
como feito nos demais grupos.

3.3.5 Participacdo das caveolas na resposta taquifilatica induzida
por 5-HT

Para verificar a participacdo das caveolas no processo
taquifilatico induzido pela serotonina, uma CCRC foi desenvolvida para
5-HT exdgena (10 nM até 100 uM). Neste experimento, as tiras foram
incubadas com o composto metil-B-ciclodextrina  (MBCD) na
concentracdo de 10 mM por um periodo de uma hora. A concentragio e
0 tempo de incubacdo utilizados foram os mesmos em que Linder et al.
(2007) empregaram esse composto para causar O desarranjo das
caveolas em aorta de rato. Como controle, paralelamente outra CCRC
para 5-HT exdgena na auséncia de MBCD foi desenvolvida, respeitando
0 tempo de incubacdo de uma hora.

3.3.6 Influéncia da captacéo e do metabolismo da 5-HT na resposta
contratil em corpo cavernoso de rato

Sabendo que o CC de rato € capaz de captar e metabolizar a 5-HT
formando o 5-HIAA, farmacos foram utilizados com o intuito de
desvendar o papel desde a captagdo até a metabolizacdo da 5-HT, bem
como do prdprio metabolito 5-HIAA, na resposta contratil do CC de
rato.
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Para tal estudo, desenvolveram-se CCRC para 5-HT, semelhantes
aquelas do protocolo 3.3.1, mas pré-incubadas por 30 min com a
fluoxetina (1 pM), um ISRS e pargilina (100 uM), um inibidor da
MAQ. Como controle para ambos 0s grupos, outra CCRC para 5-HT foi
desenvolvida respeitando os 30 min de pré-incubagdo, mas sem o uso de
nenhum farmaco.

Em outro protocolo, tiras de CC foram incubadas com pargilina
(100 uM) por 30 min e entdo foram estimuladas uma Unica vez (E1)
com 5-HT (100 pM).

Para avaliar o papel do 5-HIAA na resposta contratil, tiras de CC
foram estimuladas com 5-HIAA (100 uM).

A concentragdo de pargilina utilizada foi baseada nos
experimentos de De Lima E Silva (2013), nos quais conseguiu inibir
eficazmente a MAQO, impedindo a formacéo de 5-HIAA, em CC de rato
quando incubada na concentragdo de 100 uM.

3.3.7 Caracterizacao farmacoldgica dos receptores serotonérgicos
envolvidos na contracdo do corpo cavernoso de rato

Para verificar quais receptores serotonérgicos estdo envolvidos na
contragdo induzida por 5-HT no CC de rato, foram utilizados os
agonistas e antagonistas serotonérgicos descritos nos QUADROS 1 e 2,
nas concentragdes indicadas.
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Lista de agonistas utilizados na caracterizacao
farmacoldgica de subtipos de receptores serotonérgicos

Farmaco Concentracéo Receptores em que atua
(Referéncia)

Buspirona 100 uM Agonista parcial 5-HT1a (Ki = 8,9 nM)
(Newman-Tancredi et al., 1998)

CGS 12066B 100 pM Agonista pleno 5-HT1a (Ki = 44 nM)
(Toll et al., 1998)
Agonista pleno 5-HT1g (Ki = 66,07 nM)
(Millan et al., 2002)
Agonista pleno 5-HTip (Ki = 2,69 nM)
(Hamblin e Metcalf, 1991)

8-OH-DPAT 100 pM Agonista pleno 5-HT1a (Ki = 0,57 nM)
(Newman-Tancredi et al., 1998)
Agonista pleno 5-HTip (Ki = 46,77 nM)
(Domenech et al., 1997)
Agonista pleno 5-HT7 (pKi = 251,18 nM)
(Thomas et al., 1998)

DOl 100 uM Agonista pleno 5-HT2a
(Ki=0,63- 12,59 nM)
(Sleight et al., 1996)
Agonista pleno 5-HTzg (Ki = 7,08 nM)
Agonista pleno 5-HT,c (Ki = 18,62 nM)
(Cussac et al., 2002)

MK-212 100 uM Agonista pleno 5-HT2g (Ki = 151,35 nM)
Agonista pleno 5-HTac (Ki = 891,25 nM)
(Cussac et al., 2002)

BW 723C86 100 uM Agonista pleno 5-HT2a (Ki = 63,09 nM)
Agonista pleno 5-HTg (Ki = 46,77 nM)
Agonista pleno 5-HTac (Ki = 77,62 nM)
(Knight et al., 2004)

m-CPP 100 uM Agonista parcial 5-HT2a (Ki = 54,95 nM)
Agonista parcial 5-HT2g (Ki = 40,74 nM)
(Knight et al., 2004)
Agonista parcial 5-HTc (Ki = 3,89 nM)
(Cussac et al., 2002)

WAY 161503 100 uM Agonista 5-HT,a (Ki = 18,19 nM)

Agonista 5-HTc (Ki= 3,31 nM)
(Rosenzweig-Lipson et al., 2006)
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Quadro 3 - Lista de antagonistas utilizados na caracterizacdo
farmacoldgica de subtipos de receptores serotonérgicos

Farmaco Concentracdo Receptores em que atua
(Referéncia)
Ketanserina 1nM Antagonista 5-HT2a (Ki = 8,13 nM)
10 nM Antagonista 5-HT2g (Ki = 741,31 nM)

100 nM Antagonista 5-HT2c (Ki = 61,66 nM)
(Knight et al., 2004)
Antagonista az-adrenérgico

(Ki=72,4nM)
(Korstanje et al., 1986)
LY 266097 1uM Antagonista 5-HTa (Ki = 19,50)
10 uM (Audia et al., 1996)

Antagonista 5-HT2s (Ki = 0,21 nM)
Antagonista 5-HTyc (Ki = 93,32 nM)
(Cussac et al., 2002)

Way 100135 1uM Antagonista 5-HT 14 (Ki = 32,36 nM)
10 yM (Millan et al., 1994)
GR 127935 1uM Antagonista 5-HT1g (Ki = 1,0 nM)
10 uM Antagonista 5-HT1p (Ki = 2,5 nM)
(Gaster et al., 1998)
Zacopride 1uM Antagonista 5-HT3 (Ki= 0,38 nM)

10 uM (Nagakura et al., 1999)
Agonista pleno 5-HT, (Ki = 190,55 nM)

SB 269970 1uM Antagonista 5-HT7 (Ki= 1,26 nM)
10 uM Antagonista 5-HTsa (Ki = 63,09 nM)
(Lovell et al., 2000)

Cada preparagdo foi utilizada uma Unica vez com um Unico
farmaco, seja ele agonista ou antagonista. Os agonistas foram
administrados em uma Unica concentragdo por um periodo de 15 min
para verificar a existéncia de contracdo do tecido. Quando antagonistas
foram utilizados, o tecido foi previamente incubado por 30 min na
presenca do antagonista e, posteriormente, uma CCRC (10 nM — 100
M) para serotonina foi realizada. O intervalo entre as doses dentro da
CCRC foi de 5 min. Além disso, uma CCRC para 5-HT foi realizada,
respeitando os 30 min de incubacdo, mas sem a adicdo de nenhum
farmaco, e foi utilizada como controle para 0s grupos.
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3.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Os graficos e analises estatisticas foram realizados com o
programa GraphPad Prim® versdo 5.01 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo teste t de
Student ou por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias, complementados com o pds teste de Bonferroni , de acordo
com cada protocolo experimental. Os valores de P < 0,05 foram
considerados significativos

3.5 Compostos e reagentes

As seguintes substdncias foram utilizadas neste trabalho:
cetamina e xilazina (Ceva, Sao Paulo, Brasil); CGS 12066B (dimaleato
de 7-trifluormetil-4-4(4-metil-1-piperazil)pirrol[1,2-a]-quinoxalina), m-
CPP (meta-clorofenilpiperazina), LY 266097 (hidrocloreto de 1-[(2-
cloro-3,4-dimetoxifenil)metil]-2,3,4,9-tetrahidro-6-metil-1-H-pirido[3,4-
blindol), WAY 100135 (dihidrocloreto de (S)-N-tert-butil-3-(4-(2-
metoxifenil)-piperazina-1-il)-2-fenilpropanamida), GR 127935
(hidrocloreto de N-[4-metoxi-3-(4-metil-1-piperazinil)fenil]-2’-metil-4’-
(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1,1’-bifenil-4-carboxamida), hidrocloreto
de zacopride, SB 269970 (hidrocloreto de (2R)-1-[3-
hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-piperidinil)etil]pirrolidina)
(ToCris Bioscience, United Kingdom). Hidrocloreto de pargilina (Santa
Cruz biotechnology). 5-HT (complexo de sulfato de creatinina 3-[2-
aminoetil]-5-hidroxiindol;  5-hidroxitriptamina),  hidrocloreto  de
fluoxetina, atropina, hidrocloreto de buspirona, BW 723C86
(hidrocloreto de  a-metil-5-(2-tienilmetoxi)-1H-indol-3-etanoamina),
(R)(-)-DOI  (hidrocloreto  de  (%)-1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-
aminopropano),  8-OH-DPAT  (hidrobrometo de  (R)-(+)-2-
dipropilamino-8-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno), hidrocloreto de
fenilefrina, hidrocloreto de prazosina, sulfato de guanetidina, WAY
161503 (hidrocloreto de 8,9-dicloro-2,3,4,4%-tetrahidro-1H-pirazino[1,2-
aJquinoxalin-5(6H)-ona, tartarato de ketanserina, MK-212 (hidrocloreto
de 2-cloro-6-(1-piperazinil-pirazina), 5-HIAA (4cido 5-
hidroxiindolacético) EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), NaCl
(cloreto de sddio), KCI (cloreto de potéassio), CaCl, (cloreto de célcio),
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MgS047H,0 (sulfato de magnésio heptahidratado), KH2PO, (fosfato de
potassio), NaHCO; (bicarbonato de sodio), dextrose anidra e DMSO
(dimetilsulféxido) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA).

Os sais utilizados para a preparacdo da SSF e a maioria das
drogas foram diluidos em agua destilada, com excecdo das seguintes
drogas que foram diluidas com auxilio do DMSO (solucéo final 10%):
buspirona, WAY 161503, LY 266097 e 8-OH-DPAT. Essa
concentracdo de DMSO néo foi capaz de alterar a resposta contratil
induzida por 5-HT (dados ndo mostrados).

A guanetidina utilizada foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Giles Alexander Rae. A buspirona, o CGS 12066B, 8-OH-DPAT, DOI,
MK-212 e m-CPP, foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. José
Marino Neto. O 5-HIAA foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Anicleto
Poli.
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RESULTADOS
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4.1 Avaliacdo da contracdo induzida por 5-HT em corpo cavernoso de
rato

Com o intuito de avaliar a reatividade contrétil do CC de rato & 5-
HT, uma CCRC foi obtida tanto para 5-HT quanto para fenilefrina (para
fins de comparagdo) (FIGURA 11). Ambos os farmacos induziram
respostas contrateis dependentes de concentragdo. Como podemos
observar a fenilefrina (contragdo maxima de 119,90 + 9,53 mg; n = 8)
foi mais eficaz em induzir contragdo no CC de rato que a 5-HT
(contragdo méxima de 32,80 + 6,47 mg; n = 8).
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Figura 11 - Curva concentragdo-resposta cumulativa (CCRC) para 5-HT e
fenilefrina em corpo cavernoso de rato. Tiras de CC foram montadas em
camara para oOrgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentragdes
crescentes de 5-HT (10®° M a 10* M) e fenilefrina (10® M a 10* M) foram
adicionadas as preparagdes e as respostas obtidas foram registradas. Os pontos
representam a média + EPM da tensdo mensurada em mg de contragdo. * P <
0,05 quando comparado a fenilefrina (ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de BONFERRONI).
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4.2 Avaliacdo da liberacdo de transmissores contrateis em corpo
cavernoso de rato

A EEC causou contragdo neurogénica em preparagdes de CC de
rato pré-incubadas com L-NAME (100 puM) e atropina (1 uM) para
inibir a influéncia de fatores de relaxamento (Controle). Alguns tecidos
também receberam prazosina (0,1 uM ou 1 uM) ou guanetidina (10 uM
ou 100 uM) isoladamente ou ainda a combinacdo de ambas prazosina
(0,1 pM) + guanetidina (10 pM), administradas 30 min antes do
experimento.

Como podemos observar na FIGURA 12, a EEC induziu uma
contragdo de 202,70 + 27,54 mg (n = 8) no grupo controle. A prazosina,
um antagonista dos ai-adrenoreceptores, utilizada nas concentragdes de
0,1 UM (n =8) e 1 UM (n = 8) foi capaz de reduzir a contracdo para
49,00 £ 11,96 mg e para 11,44 + 3,36 mg, respectivamente.

Uma resposta semelhante ocorreu quando a guanetidina, um
farmaco que atua prevenindo a liberacéo de noradrenalina, foi utilizada.
A resposta foi reduzida para 20,98 + 3,60 mg na concentracdo de 10 uM
e praticamente abolida na concentra¢do de 100 uM (2,11 + 1,51 mg; n =
7).

Ao empregar conjuntamente a prazosina e a guanetidina na menor
concentracdo, 0,1 e 10 uM respectivamente, a resposta contratil foi
completamente abolida (n = 8).
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Figura 12 - Resposta contratil de tiras de corpo cavernoso isoladas de rato
a estimulagéo elétrica de campo (EEC). Todos os grupos foram pré-incubados
com L-NAME (100 uM) e atropina (1 uM). Com exceg¢do do controle, cada um
dos demais grupos recebeu adicionalmente prazosina (100 MM ou 1 uM),
guanetidina (10 uM ou 100 uM) ou prazosina (praz; 0,1 uM) + guanetidina (10
pUM). O tempo de incubagdo foi de 30 min. As barras representam a média +
EPM da contracdo do CC de rato expressa em mg de contragdo. * P < 0,05 vs
controle e # P < 0,05 entre os grupos demarcados. (teste t de Student) (n).

E possivel que a 5-HT atue em neurdnios modulando a liberag&o
da noradrenalina. Dessa forma, a noradrenalina seria a responséavel por
contrair o CC. No entanto, verificamos que a prazosina foi incapaz de
modificar a resposta contratil a 5-HT exdgena (FIGURA 13). Quando o
CC foi estimulado com 5-HT (100 uM), uma contracdo de 53,08 + 7,65
mg (n = 8) foi obtida. Na presenca de prazosina 0,1 uM (n =8) e 1 uM
(n = 9), as contracdes obtidas foram de 49,13 + 9,44 mg e de 49,11 +
5,98 mg, respectivamente.
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Por outro lado, a prazosina na menor concentragdo (0,1 uM; n =
6) aboliu a resposta contratil de 94,41 + 7,64 mg (n = 8) obtida com o
uso do agonista al-adrenérgico fenilefrina (FE) (FIGURA 13).
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Figura 13 - Avaliacdo da resposta contratil induzida por 5-HT e fenilefrina
na presenca de prazosina em corpo cavernoso de rato. Tiras de CC foram
montadas em camara para 6rgao isolado para medidas de tensdo isométrica. Um
grupo foi estimulado com o agonista o.1-adrenérgico fenilefrina (FE; 10 uM) na
presenca e auséncia de prazosina (praz; 0,1 uM). Tiras de CC também foram
estimuladas com 5-HT (100 uM) na presenga e auséncia de prazosina (0,1 uM e
1 pM). As barras representam a média £ EPM da contragdo obtida em mg. * P <
0,05 vs. Controle. (Teste de Student) (n).

4.3 Avaliacdo da reprodutibilidade do perfil contratil do corpo
cavernoso e da veia dorsal peniana a agentes contrateis

Também verificamos a reprodutibilidade da resposta contratil
induzida por 5-HT no CC (FIGURA 14) e na VDP (FIGURA 15) de
rato. Para tal, o CC e a VDP foram estimulados quatro vezes
consecutivas com 5-HT (100 uM) ou fenilefrina (10 puM); o CC foi
estimulado também com KCI (80 mM). Cada tecido foi estimulado com
o farmaco durante 15 min e, entre os estimulos, o meio foi trocado
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repetidas vezes durante 35 min, tempo necessario para o retorno a linha
basal. A contracdo induzida pela primeira aplicacdo do agente contratil
foi considerada como 100 % e as demais como porcentagem desta
resposta.

Pode-se observar que no CC (FIGURA 14) ha uma queda de
resposta semelhante nos grupos estimulados com fenilefrina ou KCI,
apresentando uma resposta de 93 = 5,4 %, 84 + 6,5 % e 76 £ 6,1 % da
contracdo inicial para fenilefrina (n = 9) nos estimulos E2, E3 e E4,
respectivamente; e de 85 £ 2,6 %, 80 £ 2,6 % e 69 £ 4,0 % da contracdo
inicial para KCI (n = 7) nos estimulos E2, E3 e E4, respectivamente.
Quando estimulado com 5-HT (n = 8), a queda de resposta contratil foi
de 32 £ 2,9 % da resposta inicial emE2 e de 12 £ 3,3 % e 7 + 3,0 %, em
E3 e E4, respectivamente. Importante observar na FIGURA 14 B, que
apoés os quatro estimulos com 5-HT, a preparagdo ainda é capaz de
contrair na presenca de fenilefrina 10 uM.
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Figura 14 - Reprodutibilidade da resposta contratil em corpo cavernoso de
rato quando estimulados com 5-HT (100 uM), fenilefrina (10 pM) e KCI (80
mM) (A) e um registro tipico da estimulagéo por 4 vezes com 5-HT seguida
de estiulagdo com fenilefrina (B). Tiras de CC foram montadas em camara
para 6rgéo isolado para medidas de tenséo isométrica. O primeiro estimulo (E1)
foi considerado como 100% de contragdo, o segundo, terceiro e quarto (E2, E3 e
E4, respectivamente) foram representados como porcentagem do E1. As barras
representam a média £+ EPM da contragdo obtida medida em porcentagem de
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El. * P < 0,05 estimulo (E) para 5-HT vs E para fenilefrina e KCI (ANOVA de
duas vias seguida de pds-teste de BONFERRONI).

De modo semelhante ao CC, quando a VDP foi estimulada quatro
vezes com fenilefrina (n = 8) (FIGURA 15), houve uma queda na
resposta contratil ao longo dos estimulos quando comparado ao primeiro
estimulo (E1). As contracdes obtidas para a fenilefrina em E2, E3 e E4
foram de 94 £ 1,1 %, 88 + 15 % e 84 £ 3 %, respectivamente.
Diferentemente do observado no CC, a queda da resposta contratil
quando estimulada por 5-HT (n = 8) foi semelhante aquela observada
para fenilefrina, sendo as contracfes de E2, E3 e E4 de 91 + 3,8 %, 79 +
6,5 % e 76 + 4,2 %, respectivamente.

B Fenilefrina (n = 8)

[ 5-HT (n = 8)
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Figura 15 - Reprodutibilidade da resposta contratil da veia dorsal peniana
de rato a adicOes repetidas de 5-HT (100 uM) e fenilefrina (10 uM). Anéis
de VVDP foram montados em camara para 6rgéo isolado para medidas de tenséo
isométrica. A resposta a primeira exposi¢do (E1) foi considerada como 100% de
contragdo, e as demais (E2, E3 e E4) sdo representadas como porcentagem do
El. As barras representam a média £+ EPM da contracdo obtida medida em
porcentagem de E1. N&o foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos (ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de BONFERRONI).
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A resposta contratil obtida pela adicdo de 5-HT e fenilefrina na
concentracdo del00 uM na CCRC foi comparada com aquela induzida
por mesma concentracdo administrada isoladamente (E1) (FIGURA
16). Quando o CC de rato foi estimulado uma Unica vez com 5-HT a
resposta contréatil foi de 60 + 5,1 mg. No entanto, na CCRC a resposta
obtida foi de 37 £ 6,5 mg, ou seja, 62% da obtida na E1, demonstrando
uma perda de resposta contratil durante o desenvolvimento da CCRC.
Essa perda de resposta ndo foi observada quando o agente contratil
utilizado foi a fenilefrina, onde a resposta obtida na E1 (108 + 11,7 mg)
foi semelhante aquela obtida na CCRC de (120 = 9,5 mg).
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Figura 16 - Comparacdo da contracdo obtida em corpo cavernoso de rato
quando estimulado com 5-HT ou fenilefrina uma Unica vez (E1; 100 pM)
com a contragdo obtida, em mesma concentracdo, na curva concentragdo-
resposta cumulativa. Tiras de CC foram montadas em cuba para 6rgdo isolado
para medidas de tensdo isométrica. As barras representam a média + EPM da
contracdo obtida em mg. * P < 0,05 entre 0s grupos CCRC e E1 (Teste t de
Student) (n).
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4.4 Participacdo das caveolas na resposta taquifilatica induzida por 5-HT

Para verificar se as caveolas estdo envolvidas no processo de
perda de dessensibilizacdo da resposta contratil do CC de rato frente a 5-
HT, tiras de CC foram incubadas com MBCD (10 mM) durante 60 min e
uma CCRC foi desenvolvida (FIGURA 17). Nenhuma diferenca foi
observada tanto no desenvolvimento da CCRC, quanto nos valores de
pD2 e nos valores de contragdo maxima (TABELA 1) quando
comparado com uma CCRC obtida na auséncia de MBCD (controle).

-+ Confrole (n =9)
- MBCD10(n = 10)

KM o B
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Figura 17 - Curva concentracdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presen¢a de MBCD. Tiras de CC foram montadas em camara
para 6rgéo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentracfes crescentes
de 5-HT (10® M a 10* M) foram adicionadas as preparacdes na auséncia
(controle) ou na presenca de MBCD (10 mM) e as respostas obtidas foram
registradas. Os pontos representam a média =+ EPM da tensdo mensurada em
mg. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. (ANOVA
de duas vias seguida do pos-teste de BONFERRONI).
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Tabela 1 - Valores de pD2 e de contragdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de MBCD em CC de rato

Tratamento pD2 £ EPM Contracéo + EPM
(mg)

Veiculo 4,93 0,22 (9) 38,00 +4,93 (9)

MBCD 10 mM 4,93 +0,19 (10 36,65 + 4,14 (10)

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).]

4.5 Influéncia da captacdo e do metabolismo da 5-HT na resposta
contrétil do corpo cavernoso de rato

Para verificar se a metabolizacdo da 5-HT, através da MAO,
altera a resposta contratil induzida por 5-HT, o CC de rato foi incubado
com um inibidor da MAO, a pargilina (100 uM), por 30 min e, em
seguida, curvas CCRC para 5-HT foram realizadas. Algumas tiras de
CC foram estimuladas com Unica concentracdo de 5-HT (100 uM) 30
min apds a administracdo de pargilina (100 uM). Podemos observar na
FIGURA 18 que a pargilina ndo alterou a CCRC induzida por 5-HT. Os
valores de pD2 e de contragdo maxima (TABELA 2) ndo foram
diferentes entre as duas curvas. A presenca de pargilina também néo
alterou a contragdo induzida por 5-HT 100 uM (FIGURA 19).
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Figura 18 - Curva concentracdo-resposta cumulativa para 5-HT na
presenca e auséncia de pargilina em CC de rato. Tiras de CC foram
montadas em camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica.
Concentrag@es crescentes de 5-HT (10® M a 3 x 10* M) foram adicionadas as
preparacOes na auséncia (controle) ou na presenca de pargilina (100 uM) e as
respostas obtidas foram registradas. Os pontos representam a média £ EPM da
tensdo mensurada em mg. Nao foram encontradas diferengas significativas entre
o0s grupos. (ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de BONFERRONI).

Tabela 2 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenga de pargilina em corpo cavernoso de rato

Tratamento pD2 + EPM Contragdo + EPM
(mg)

Veiculo (8) 5,06 +0,11 130,00 + 6,93

Pargilina 100 uM (7) 5,35+0,10 115,70 + 4,90

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).
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Figura 19 - Avaliacdo da resposta contratil induzida por 5-HT na auséncia
e na presenca de pargilina em corpo cavernoso de rato. Tiras de CC foram
montadas em camara para 6rgao isolado para medidas de tensdo isométrica. As
preparacOes foram estimuladas com 5-HT (100 uM) na auséncia (controle) e na
presenca de pargilina (100 uM) administrada 30 min antes da 5-HT. As barras
representam a média + EPM da contracdo obtida em mg. N&do foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos. (Teste t de Student) (n).

Além disso, a resposta contratil para 5-HIAA (100 uM) também
foi avaliada e verificamos que diferentemente da 5-HT, o 5-HIAA foi
incapaz de gerar contragdo do CC de rato (dados ndo mostrados).

Para avaliar a capacidade de um ISRS interferir na resposta
contratil do CC de rato, uma CCRC para 5-HT na presenga de fluoxetina
(1 uM) foi realizada (FIGURA 20). A CCRC para 5-HT néo foi
alterada na presenga de fluoxetina. Os valores de pD2 e de contracéo
maxima (TABELA 3) foram semelhantes em CCRC realizadas na
presenca e auséncia de fluoxetina.
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Figura 20 - Curva concentragdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de fluoxetina em corpo cavernoso de rato. Tiras de
CC foram montadas em camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo
isométrica. Concentragdes crescentes de 5-HT (10® M a 3 x 10* M) foram
adicionadas as preparac@es na auséncia (controle) ou na presenca de fluoxetina
(1 uM) e as respostas obtidas foram registradas. Os pontos representam a média
+ EPM da tensdo mensurada em mg. N&o foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos. (ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de
BONFERRONI).

Tabela 3 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de fluoxetina em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contragdo + EPM
(mg)

Veiculo (8) 5,06 £0,11 130,00 * 6,93

Fluoxetina 1 uM (7) 5,37 +0,18 120,50 + 9,40

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).



53

4.6 Caracterizacdo farmacolégica dos receptores serotonérgicos
envolvidos na contragdo do corpo cavernoso de rato

Como observado na TABELA 4, entre os diversos agonistas de
receptores serotonérgicos utilizados na concentracdo de 100 pM,
somente 0 8-OH-DPAT, agonista seletivo para receptores 5-HT1a com
moderada afinidade por 5-HT7, foi capaz de induzir uma resposta
contratil de 20,77 £ 9,32 mg (n = 7) no CC de rato. Essa resposta é 1/3
daquela obtida com 5-HT 100 uM (60 + 5,1 mg de contracao).

Tabela 4 — Resposta contratil induzida por agonistas serotonérgicos em CC
de rato

Agonista Contracéo obtida em estimulo Unico (100 uM)
serotonérgico

Buspirona Sem efeito (n = 4)

CGS Sem efeito (n = 4)

8-OH-DPAT 20,77 +9,32mg (n =7)

DOl Sem efeito (n = 4)

MK-212 Sem efeito (n = 4)

BW 723C86 Sem efeito (n = 4)

m-CPP Sem efeito (n = 4)

WAY 161503 Sem efeito (n = 4)

Os valores representam a média £ EPM.

Antagonistas de receptores serotonérgicos também foram
utilizados para a caracterizacdo farmacoldgica do receptor envolvido na
contracdo induzida por 5-HT em CC de rato. Os CC foram incubados
por um periodo de 30 min com o antagonista antes da realizacdo da
CCRC para 5-HT.

A FIGURA 21 exibe a CCRC para 5-HT na presenca de
ketanserina, um farmaco de acdo inibitéria dos receptores 5-HTo.
Observa-se que na presenga de ketanserina 1 nM, a CCRC obtida foi
semelhante a do grupo controle (auséncia de ketanserina). Quando a
concentragdo de ketanserina aumentou para 10 1M, observamos que a
CCRC foi deslocada para a direita; que os valores de pD2 e de contracdo
maxima (TABELA 5) foram menores na presenca de Kketanserina
guando comparado ao controle.
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Figura 21 - Curva concentragdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de ketanserina. Tiras de CC foram montadas em
camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentracdes
crescentes de 5-HT (10® M a 3 x 10* M) foram adicionadas as preparagdes na
auséncia (controle) ou na presenca de ketanserina (1, 10 e 100 nM) e as
respostas obtidas foram registradas. Os pontos representam a média £+ EPM da
tensdo mensurada em mg. * P < 0,05 vs. controle (ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de BONFERRONI).

Tabela 5 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de ketanserina em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contracdo + EPM
(mg)
Veiculo (8) 4,62 +0,08 134.30 £+ 6,38
Ketanserina 1 nM (9) 4,42 +0,11 145.00 £ 10,13
Ketanserina 10 nM (9) 3,94+0,12* 124.80 £13,14

* P < 0,05 vs. controle (teste t de Student) (n).
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Além da ketanserina, outro antagonista de receptores da familia
5-HT>,, com maior seletividade para 0 5-HT2g, 0 LY 266097 também foi
capaz de reduzir os efeitos contrateis da 5-HT em CC de rato de modo
concentracdo dependente. Quanto maior a concentracdo de LY 266097,
menor foi a resposta contratil obtida pela 5-HT (FIGURA 22). As
variacdes no pD2 e nos valores de contracdo maxima estdo
demonstrados nas TABELA 6.

-» Controle (n = 8)
-8 LY 266097 1 uM (n=T)
= LY 266097 10 pM (n = T7)

8 1 6 5 4 3
5-HT log [M]

Figura 22 - Curva concentragdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de LY 266097. Tiras de CC foram montadas em
camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentragdes
crescentes de 5-HT (10° M a 3 x 10* M) foram adicionadas as preparagdes na
auséncia (controle) ou na presenca de LY 266097 (1 e 10 uM) e as respostas
obtidas foram registradas. Os pontos representam a média + EPM da tensdo
mensurada em mg. * P < 0,05 vs. controle (ANOVA de duas vias seguida do
pés-teste de BONFERRONI).
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Tabela 6 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de LY 266097 em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contracéo £ EPM

(mg)
Veiculo (8) 4,62 +0,08 134.30 + 6,38
LY 266097 1 uM (7) 4,42 +0,16 7297 +7,79*
LY 266097 10 uM (7) | = --mmemem s

* P < 0,05 vs. controle (teste t de Student) (n).

Os antagonistas que ndo apresentaram alteragdo na resposta
contratil na CCRC, no pD2 ou na contragdo maxima sdo 0s seguintes:
SB 269970 (FIGURA 23; TABELA 7), um potente e seletivo
antagonista 5-HT7, com certa seletividade como antagonista 5-HTsa e 5-
HT1g; zacopride (FIGURA 24; TABELA 8), um potente antagonista 5-
HT; com certa atividade de agonista dos receptores 5-HTs; WAY
100135 (FIGURA 25; TABELA 9), um potente e seletivo antagonista
5-HT1a cOm pequena atividade como antagonista sobre 5-HTigncre, a-
adrenérgicos e dopaminérgicos D, e GR 127935 (FIGURA 26;
TABELA 10), potente e seletivo antagonista 5-HT1g ¢ 5-HT1p com
baixa seletividade para 5-HT1a, 5-HT2a, € 5-HT2c.
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Figura 23 - Curva concentragdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenga de SB 269970. Tiras de CC foram montadas em
camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentragdes
crescentes de 5-HT (10® M a 10* M) foram adicionadas as preparacdes na
auséncia (controle) ou na presenca de SB 269970 (1 e 10 uM) e as respostas
obtidas foram registradas. Os pontos representam a média = EPM da tensao
mensurada em mg. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos. (ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de BONFERRONI).

Tabela 7 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de SB 269970 em CC de rato

Tratamento pD2 = EPM Contracédo = EPM
(mg)
Veiculo (8) 4,58 +0,10 140,00 + 11,66
SB 269970 1 uM (8) 4,84+0,18 112,40 + 14,07
SB 269970 10 uM (8) 4,97 +0,21 107,40 + 13,99

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).
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Figura 24 - Curva concentracdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de zacopride. Tiras de CC foram montadas em cdmara
para 6rgéo isolado para medidas de tensdo isométrica. ConcentracBes crescentes
de 5-HT (10® M a 3 x 10* M) foram adicionadas as preparacdes na auséncia
(controle) ou na presenca de zacopride (1 e 10 pM) e as respostas obtidas foram
registradas. Os pontos representam a média =+ EPM da tensdo mensurada em
mg. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. (ANOVA
de duas vias seguida do pos-teste de BONFERRONI).

Tabela 8 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenca de zacopride em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contracdo + EPM
(mg)
Veiculo (8) 4,62 +0,08 134.30 + 6,38
Zacopride 1 uM (7) 4,56 + 0,14 134,00 + 11,54
Zacopride 10 uM (7) 4,44 + 0,16 139,90 + 14,90

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).
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Figura 25 - Curva concentragdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de WAY 100135. Tiras de CC foram montadas em
camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentragdes
crescentes de 5-HT (10° M a 3 x 10* M) foram adicionadas as preparagdes na
auséncia (controle) ou na presenga de WAY 100135 (1 e 10 uM) e as respostas
obtidas foram registradas. Os pontos representam a média + EPM da tensdo
mensurada em mg. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos. (ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de BONFERRONI).

Tabela 9 - Valores de pD2 e de contracdo maxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presen¢a de WAY 100135 em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contragdo = EPM
(mg)
Veiculo (8) 4,62 +0,08 134.30 + 6,38
Way 100135 1 pM (7) 4,85+0,12 122,40 + 7,43
Way 100135 10 uM (7) 4,62 +0,19 126,50 + 13,72

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).
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Figura 26 - Curva concentracdo-resposta cumulativa para 5-HT na
auséncia e na presenca de GR 127935. Tiras de CC foram montadas em
camara para 6rgdo isolado para medidas de tensdo isométrica. Concentragdes
crescentes de 5-HT (10® M a 3 x 10* M) foram adicionadas as preparagdes na
auséncia (controle) ou na presenga de GR 127935 (1 e 10 uM) e as respostas
obtidas foram registradas. Os pontos representam a média = EPM da tensdo
mensurada em mg. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos. (ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de BONFERRONI).

Tabela 10 - Valores de pD2 e de contra¢do méxima obtidos na CCRC para
5-HT na auséncia e na presenga de GR 127935 em CC de rato

Tratamento pD2 + EPM Contracédo + EPM
(mg)
Veiculo (8) 4,62 +0,08 134.30 + 6,38
GR 127935 1 uM (7) 4,82+0,14 129,40 + 9,54
GR 127935 10 uM (8) 4,65 £ 0,12 118,00 + 8,03

N&o foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. (teste t de
Student) (n).
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DISCUSSAQ
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5.1 O papel da 5-HT e da noradrenalina na contracdo do corpo
cavernoso de rato

Tanto Erspamer (1930) quanto Rapport et al. (1948)
demonstraram a capacidade da 5-HT gerar contracdo de musculatura lisa
e modular o tbnus vascular. Trabalhos posteriores, como os de
Furukawa et al. (2003) e Lau et al. (2006), utilizando sistemas para
orgdo isolado para medidas de tensdo isométrica semelhantes ao
utilizado neste trabalho, demonstraram que a 5-HT é capaz de contrair
tiras de CC de coelhos e de humanos, respectivamente. Apesar disso, é
atribuido a noradrenalina o papel de ser o principal mediador da
contragdo do CC de humanos (Traish et al., 1999) e, desta forma, manter
0 pénis em seu estado flacido. Essas respostas contrateis foram
reproduzidas em CC de rato (FIGURA 11), onde se verifica uma
contragdo dependente de concentracdo tanto para 5-HT quanto para o
agonista ag-adrenérgico fenilefrina. Observa-se ainda que a resposta
contrétil foi mais robusta quando o CC foi estimulado com fenilefrina
em comparacao a obtida com 5-HT.

Além de demonstrar que a 5-HT é capaz de contrair o CC de rato,
também foi avaliada a liberacdo de neurotransmissores contrateis, em
especial a noradrenalina e a 5-HT, por meio de protocolos com estimulo
elétrico de campo (EEC). Nesses protocolos, a estimulacdo elétrica
causou despolarizacdo de neurdnios intracavernosos e, dessa forma, a
liberacdo dos neurotransmissores. Nossos resultados (FIGURA 12)
demonstram que tanto a prazosina, um antagonista al-adrenérgico,
guanto a guanetidina, um farmaco capaz de impedir a neurotransmissao
noradrenérgica, diminuiram consideravelmente, chegando em alguns
protocolos a abolir, a contracdo observada no grupo controle. Estes
resultados reforcam a majoritaria participacdo da noradrenalina, que
quando liberada por neurdnios ativa 0s oj-adrenoreceptores presentes
nas células musculares lisas induzindo contracdo. Além disso, a
inexisténcia ou pouca resposta contratil com o uso desses farmacos
favorece a ideia de que é pouco provavel que outros neurotransmissores
capazes de induzir contragdo do CC de rato, como a 5-HT, sejam
liberados pelos neurdnios intracavernosos. Esses resultados vao ao
encontro dos obtidos por Finberg e Vardi, em 1990. Estes autores
verificaram que tanto a metiopenina, um antagonista serotonérgico,
guanto a clomipramina, um antidepressivo triciclico, foram incapazes de
alterar a frequéncia-resposta em protocolos de estimulagdo espinhal e
sugeriram a auséncia de inervagdo serotonérgica no CC de rato.
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Uma ressalva é preciso ser feita ao analisar os resultados obtidos
pelo uso da guanetidina. Este farmaco, ao impedir a liberacdo da
noradrenalina, pode também impedir a co-liberacdo de outras moléculas
que estejam vesiculadas junto da noradrenalina as quais podem ter
participacdo no processo contratil. Outro ponto experimental importante
a ser citado é de que a abolicdo da resposta contratil com o uso de
prazosina e guanetidina demonstra que a EEC aplicada no CC de rato ¢é
incapaz de ativar diretamente as células musculares lisas, pois se assim o
fosse, provavelmente haveria contragdo tecidual mesmo na presenga
desses compostos.

Apesar de os resultados com estimulacéo elétrica demonstrarem
pouca ou nenhuma liberagdo de 5-HT através da inervacdo
intracavernosa em CC de rato, Lau et al. (2006), sugeriram o contrario
em experimentos com CC de humanos. Estes autores, através da EEC,
observaram uma perda de resposta contréatil em tiras de CC de humanos
quando pré-incubadas com ketanserina, um antagonista serotonérgico,
na concentragdo de 10 UM quando comparada ao grupo controle (sem
ketanserina). A ketanserina também é um antagonistas dos receptores
az-adrenérgicos (Zabludowski et al., 1985), possuindo uma constante de
inibigdo (Ki) de 72,4 nM para estes receptores (Korstanje et al., 1986).
E portanto, provavel que a ketanserina, na concentracio utilizada por
Lau et al. (2006) também tenha antagonizado 0s receptores as-
adrenérgicos, gerando a perda de resposta contratil observada.
Analisando deste modo, é possivel que assim como observamos em
ratos, em humanos a 5-HT também néo seja liberada pelos neurénios
cavernosos.

Apesar disso, a serotonina poderia atuar modulando a liberagdo
de noradrenalina, e com isso gerar uma contracdo indireta do CC de
rato. Se essa hipotese fosse verdadeira, ao se incubar o CC de rato com
prazosina e estimuld-lo com 5-HT exdgena (FIGURA 12) a contracdo
seria diminuida ou mesmo abolida. No entanto, a resposta contratil
permaneceu inalterada. Esse resultado mostra, inicialmente, que a 5-HT
ndo parece modular diretamente a liberagcdo de noradrenlina por parte
dos neurdnios intracavernosos. E, em segunda andlise, reforca a ideia de
que h& na musculatura lisa do CC sistemas capazes de responder com
contracéo ao estimulo com 5-HT.

Essa ideia da 5-HT modulando a transmissdo noradrenérgica ja
foi demonstrada por diversos pesquisadores, entre eles podemos citar o
trabalho de Gorea e Adrien (1988). Esses autores desenvolveram o
seguinte experimento: identificaram no loco cerlleo neurdnios
adrenérgicos e verificaram as descargas que ocorriam nesses neurénios
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através da administracdo de diversos farmacos. Dentre os farmacos
utilizados, a quipazina, um agonista serotonérgico ndo seletivo, e o
DOB, um agonista seletivo 5-HT>, reduziram a frequéncia de disparo
dos neurbnios noradrenérgicos. De modo contrario, a ketanserina
preveniu ou reverteu esses efeitos, sugerindo a participacdo do sistema
serotonérgico no controle da liberacdo de noradrenalina. Outro trabalho
objetivando verificar a influéncia da 5-HT na liberacdo neuronal de
noradrenalina foi realizado por Done e Sharp (1994). Por meio de uma
sonda de microdialise aplicada no hipocampo de ratos e utilizando a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), esses
pesquisadores conseguiram avaliar os niveis de noradrenalina nessa
estrutura ap6s a administracdo de diversos farmacos por via
intracutanea. Ao administrarem 8-OH-DPAT, buspirona, NAN-190 e
MDL 73005EF, agonistas com seletividade para o receptor 5-HT 14, eles
observaram que houve um incremento no efluxo de noradrenalina. Esse
aumento do efluxo de noradrenalina também foi observado quando
farmacos com atividade antagonista dos receptores 5-HT2a, como a
ritanserina e o ICI 170809, foram utilizados. Desta forma, apesar da 5-
HT ser capaz de modular a neurotransmissdo noradrenérgica no SNC,
isso parece ndo ocorrer no CC de rato.

5.2 A contragdo do corpo cavernoso de rato induzida por 5-HT

Independentemente da existéncia ou ndo de inervacdo
serotonérgica, 0 maior estoque de 5-HT do corpo sdo as plaguetas e
sendo o CC uma estrutura formada por sinuséides preenchidos com
sangue, é possivel que ocorra a liberacdo da 5-HT presente nas plaquetas
junto ao CC. Alguns trabalhos chegam a comparar as plaquetas com
sinaptossomos, devido a semelhanca de muitas propriedades entre essas
estruturas, tais quais o transporte e armazenamento da 5-HT em
granulos e a sua degradacdo pela MAO (Modai et al., 1979). Além
disso, sabe-se que a ativagdo plaquetéria induz a liberagdo de 5-HT. A
ativacdo plaquetaria é geralmente induzida por ADP, adrenalina,
colageno e, em menor escala, pela propria 5-HT, a qual além de ativar a
plaqueta, exerce um efeito modulador (retroalimentacdo; feedback),
controlando a prdpria liberacdo de 5-HT pelas plaquetas (Lin et al.,
2014).

De acordo com 0s nossos resultados é possivel observar
(FIGURA 13) um papel classico da 5-HT, o de ser um agente contratil
em musculatura lisa, onde, de modo concentragdo-dependente, foi capaz
de contrair o CC de rato. Entretanto, a contracéo induzida por 5-HT néo
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foi reproduzida ao longo de varios estimulos (FIGURA 14); processo
conhecido por taquifilaxia. Cohen et al. (1968) definem taquifilaxia
como o desenvolvimento de tolerancia a um determinado farmaco apés
repetidas administracdes. Pode-se ainda observar que a resposta contratil
maxima na CCRC para 5-HT foi menor do que aquela obtida quando
houve um UOnico estimulo com 5-HT, sugerindo que durante a
construcdo da CCRC ocorreu dessensibilizagdo (FIGURA 15).

A taquifilaxia em CC para 5-HT n&do é um mecanismo que ocorre
exclusivamente em ratos. Esse fendmeno também foi observado em CC
de humanos e descrito por Lau et al. (2006), mas aparentemente ndo é
verificado em coelhos, como se deduz do trabalho de Furukawa et al.
(2003). Estes pesquisadores, de modo semelhante ao que
desenvolvemos, retiraram e dissecaram CC de coelhos e os montaram
em cubas para andlise de tensdo isométrica. As tiras permaneceram em
meio a uma solucgéo nutritiva com temperatura controlada e aerada com
mistura carbogénica, como em nossos experimentos. Apo6s a
estabilizacdo do tecido e a verificacdo de sua viabilidade, quatro CCR
foram desenvolvidas para 5-HT (0,1 uM até 1 mM) com intervalo de 1 h
entre cada curva. Com esse experimento, de modo oposto ao que foi
verificado em CC de humano por Lau et al. (2006) e por nés em CC
rato, Furukawa et al. ndo observaram diferencas significativas entre as
quatro curvas, sugerindo a inexisténcia de mecanismos de
dessensibilizacdo pra 5-HT no CC de coelho. Esse ponto é importante
pois traz a discussdo que diferencas interespécies podem existir e que a
extrapolacdo de um resultado obtido em uma espécie nem sempre pode
ser feita para outras espécies sem os devidos cuidados. No entanto, o
tempo de uma hora entre as curvas pode ter sido suficiente para que 0s
efeitos taquifilaticos fossem revertidos, lembrando que nossos
protocolos tiveram tempo entre cada estimulo de 35 min e os de Lau e
colaboradores, de 30 min.

Além de ocorrer em outras espécies, a taquifilaxia frente ao
estimulo repetido com 5-HT parece ser um fenémeno comum para 0s
receptores serotonérgicos. Trabalhos como o de Lépez-Tudanca et al.
(2003) demonstraram a existéncia de resposta taquifilatica com
dessensibilizagdo de receptores 5-HT3 em coracdo de rato. Sanders-Bush
(1990) sugere que ap6s uma exposicao prolongada a 5-HT ou aos seus
agonistas, os receptores da familia 5-HT, sofrem um processo de
dessensibilizagdo. Ainda, dentro de uma mesma familia, Briddon et al.
(1998) demonstraram que os mecanismos de dessensibilizacdo dos
receptores 5-HT2a € 5-HTc sdo diferentes.
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Uma das varias possibilidades da resposta taquifilatica ocorrer se
da através da internalizacdo de receptores por intermédio das caveolas.
As caveolas sdo pequenas invaginacbes da membrana ricas em
colesterol, glicoesfingolipideos e caveolinas (proteinas estruturais)
(Anderson, 1998). Utilizando a MPBCD, um composto capaz de
sequestrar o colesterol, Linder et al. (2007) conseguiram reverter uma
resposta taquifilatica gerada em aorta de rato com o uso de angiotensina
Il. Estes autores observaram, através de microscopia eletrdnica, que a
MPBCD causou um desarranjo das caveolas em aorta de rato.

As caveolas também foram observadas em CC de rato por
Bakircioglu et al. (2001) e por Linder et al. (2006), Estes pesquisadores
utilizaram a MBCD para causar o desarranjo das caveolas presentes no
CC de rato. Observamos em nossos experimentos que o desarranjo das
caveolas com o uso de MBCD nao alterou a CCRC para 5-HT
(FIGURA 17), nem os valores de pD2 e de contracdo maxima
(TABELA 1), sugerindo que as caveolas ndo sdo importantes para a
taquifilaxia observada. Existem varias outras possibilidades para que a
dessensibilizagdo ocorra que precisam ainda ser estudadas, como a
internalizacdo de receptores por meio de vesiculas revestidas por
clatrina com envolvimento da [B-arrestina. Nesse processo, apds ser
ativado, o receptor é fosforilado por proteinas quinases e entdo ha o
recrutamento da B-arrestina a qual forma um complexo com o receptor.
Apos isso, as clatrinas sdo recrutadas e ocorre a endocitose do receptor
(Pierce e Lefkowitz, 2001; Houndolo et al., 2005).

Dado que o sangue chega ao CC por meio de artérias e retorna ao
corpo, principalmente pela VDP, a capacidade da 5-HT em gerar uma
resposta taquifilatica também foi avaliada para a VDP. O trabalho de De
Lima e Silva (2013) demonstrou que a VDP é capaz de contrair na
presenca da 5-HT e também de capta-la e metaboliza-la. Diferentemente
do que vimos em CC de rato, a VDP (FIGURA 15) ndo apresentou
resposta taquifilatica quando estimulada com 5-HT. Esses achados sédo
interessantes, pois na dindmica da ere¢do peniana, para que ela ocorra, é
necessario a dilatacdo do CC e a veno-oclusdo da VDP; sendo que a
vasoconstriccdo gerada pela 5-HT pode atuar como um mecanismo
auxiliar do processo mecanico de veno-oclusdo. Esses resultados
sugerem que o CC de rato ao ser estimulado continuamente pela 5-HT
perde sua capacidade de contrair (resposta taquifilatica), facilitando a
sua dilatagdo, ou seja, a erecdo. Em contraponto, a capacidade da VDP
de contrair frente a 5-HT é mantida, dificultando que o retorno venoso,
auxiliando assim na manutencdo do sangue dentro do corpo cavernoso,
ou seja, auxiliando a prdpria erecdo. Analisando esses dois pontos
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conjuntamente, a 5-HT parece atuar localmente de modo a facilitar a
erecdo.

A via mais comum de atuacdo da 5-HT em algum tecido é pela
ativacdo de seus receptores. Ao utilizarmos diversos agonistas
serotonérgicos (TABELA 4), somente 0 8-OH-DPAT, um agonista dos
receptores 5-HT1a e com atividade moderada no 5-HT7, foi capaz de
gerar uma contracdo do CC de rato, ainda que com menor eficacia que
aquela gerada pela 5-HT ex6gena. A concentracdo de 8-OH-DPAT que
utilizamos foi elevada (100 pM) e, portanto ele perde a seletividade para
5-HT1a. Em termos de seletividade, no trabalho de Linder et al. (2010),
a contracdo induzida por 8-OH-DPAT em veia jugular de rato foi
abolida com o uso da ketanserina (30 nM), demonstrando que é possivel
que 0 8-OH-DPAT atue também em receptores da familia 5-HT,. Com
esse exposto, fica claro que a resposta contratil que observamos com o
uso do 8-OH-DPAT pode ndo ser devido a uma ativacao do receptor 5-
HT1a, mas sim do 5-HT,. Além disso, tanto a buspirona, um agonista
parcial 5-HT14, quanto o CGS 12066B, agonista pleno 5-HT1a, 5-HT1g
e 5-HTip, foram incapazes de induzir contragdo no CC de rato,
sugerindo a ndo participagdo dessa familia de receptores na contragdo do
CC de rato. No entanto, nenhum dos demais agonistas utilizados, DOI,
MK-212, BW 723C86, m-CPP, WAY 161503, que sdo seletivos para a
familia 5-HT, (para maiores detalhes visualizar o QUADRO 2), foram
capazes de gerar alguma contragéo.

Ja, ao analisar os resultados obtidos com o uso dos antagonistas
serotonérgicos, observamos que tanto a ketanserina (FIGURA 21;
TABELA 5) quanto o LY 266097 (FIGURA 22; TABELA 6) foram
capazes de antagonizar a resposta contratil gerada pelo estimulo com 5-
HT em CC de rato.

A Kketaserina é um antagonista dos receptores 5-HT,. Entretanto,
ao acessar a base de dados de constantes de inibicdo (Ki) do National
Institute of Mental Health's Psychoactive Drug Screening Program
(NIMH — PDSP), verifica-se que ela possui maior seletividade para o
subtipo 5-HT2a (Ki = 2,10 nM) e em menor escala para 0 5-HTzc (Ki =
59,19 nM); para o receptor 5-HT2g, apresenta um de ki de 3.498,10 nM.
Este farmaco foi capaz de antagonizar a resposta contratil induzida pela
5-HT na CCRC (FIGURA 21) na concentragdo de 10 nM e de aboli-la
quando utilizado na concentragdo de 100 nM. Por ser capaz de
antagonizar a resposta contratil da 5-HT na concentragdo de 10 nM,
sugerimos que ha participacdo do receptor 5-HT2a no processo contratil,
mas ndo do 5-HTzs. A participacdo do receptor 5-HT,c ndo pode ser
excluida dado que a ketanserina também apresenta afinidade por esses
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receptores na concentracdo eu utilizamos. A andlise do pD2 e da
contracdo maxima (TABELA 5) para o grupo que recebeu ketanserina
na concentragdo de 10 nM quando comparado ao controle, corrobora
com o observado de que a ketanserina é eficaz em antagonizar a
contracdo induzida pela 5-HT.

O composto LY 266097 que apresenta maior seletividade para o
receptor 5-HT.g e, em menor escala, para os receptores 5-HT2a € 5-
HT.c, também foi capaz de antagonizar a resposta contratil gerada pela
5-HT em CC de ratos (FIGURA 22; TABELA 6). Os valores de Ki
para esses compostossao, de acordo com o Cussac et al. (2002) e Audia
et al. (1996), 0,20 nM para o receptor 5-HT2g, 24,5 nM para o receptor
5-HT2c € 19,49 1M para o receptor 5-HT2a. Com a concentragdo de 1
MM observamos que o LY 266097 antagonizou parcialmente a resposta
contratil gerada pela 5-HT em CC de rato e aboliu a contragdo da 5-HT
guando empregado na concentragdo de 10 pM. Analisando esses
resultados em conjunto com aqueles obtidos com o uso da ketanserina,
parece provavel que a atuacdo da 5-HT no CC de rato se da por
intermédio de receptores da familia 5-HT, Resultados semelhantes
foram observados em CC de coelhos no trabalho de Furukawa et al.
(2003), onde utilizaram como antagonistas dos receptores 5-HT, a
ketanserina e o LY 53857. Analisando mais detalnadamente os valores
de Ki, verificamos que é improvavel que o receptor 5-HT g participe do
processo contratil, sendo os receptores 5-HTac, € principalmente o 5-
HT2c, 0s responsaveis.

Novamente descartamos a participacdo dos receptores 5-HT1a por
meio do uso do WAY 100135 (FIGURA 25; TABELA 9), um
antagonista dos receptores 5-HT1a. Resultado esse que é contraditério
ao que Furukawa et al. (2003) observaram em coelhos. Estes
pesquisadores desenvolveram CCR para 5-HT na presenca do
antagonista de receptores 5-HTi1a , WAY 100635, e observaram que
esse composto foi capaz de antagonizar a resposta contratil frente a 5-
HT a partir da concentracdo de 1 puM. De acordo com Chemel et al.
(2006), 0 WAY 100635 apresenta Ki de 2,2 nM para os receptores 5-
HT1a, valores acima de 6.260,00 nM para o receptor 5-HT2a € de mais
de 10.000,00 nM para o receptor 5-HT2c, Ou Seja, parece que 0S
receptores 5-HTa estdo participando do processo de contragdo do CC
de coelhos. Lau et al. (2006) também observaram a participacdo dos
receptores 5-HTia na contracdo do CC de humanos com o uso do
composto NAN-190 na concentracdo de 10 pM. O NAN-190 apresenta
valores de Ki de 1,3 nM para o receptor 5-HT1a, 219 n"M para o 5-HT2a
e 630 M para o 5-HT,c. Como a concentragdo do NAN-190 utilizada
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pelos pesquisadores foi elevada, ndo é possivel confirmar a participacéo
do receptor 5-HTia em humanos, dado que ele, na concentracao
utilizada, pode estar antagonizando receptores 5-HT2a e 5-HTc.

A ndo participacdo de receptores 5-HT3 no processo contratil do
CC de rato através do uso do antagonista zacopride (FIGURA 24;
TABELA 8) vai de acordo com o observado em CC de coelhos
(Furukawa et al., 2003). Também ndo observamos a participacdo dos
receptores 5-HTs e 5-HT7 na contragdo do CC de rato quando os
antagonistas GR 127935 e SB 269970 foram utilizados.

Em sintese, de acordo com nossos resultados sugerimos que a
familia de receptores 5-HT esta envolvida no processo de contracao de
CC de rato. Dentro desta familia, provavelmente o 5-HT2a seja 0 de
maior importancia para o processo contratil. Para confirmar essa
hipotese, técnicas complementares devem ser realizadas, como o0 uso do
PCR ou Western Blot.

5.3 A captacédo e 0 metabolismo da 5-HT na resposta contrétil

Farmacos como os ISRS podem alterar a fungdo erétil. No
entanto, utilizando a fluoxetina ndo observamos nenhuma alteracdo na
resposta contratil no CC de rato quando estimulado com 5-HT
(FIGURA 20; TABELA 3). Estes farmacos tendem a impedir, ao
menos parcialmente, a entrada de 5-HT na célula, elevando a
concentracdo de 5-HT extracelular disponivel para atuar nos seus
receptores. Um deslocamento para a esquerda da CCRC seria esperado
caso esse mecanismo se confirmasse, como é observado, por exemplo,
em aorta de rato com o uso do ISRS fluvoxamina (Linder et al., 2010).
Apesar disso, os resultados de De Lima e Silva (2013), sugerem que a
fluoxetina é incapaz de impedir a captacdo da 5-HT pelo CC de rato. No
entanto, a fluoxetina também é um antagonista de receptores
serotonérgicos, com Ki de 42,6 nM para 0s receptores 5-HT,c e de 708
nM para 0 5-HTa (Palvimaki et al., 1996). Como a fluoxetina apresenta
maior seletividade para o receptor 5-HT,c que para 0 5-HT2a, € a
concentracdo que utilizamos foi de 1 uM, podemos sugerir que 0s
receptores 5-HT2C ndo participam da resposta contratil induzida por 5-
HT no CC de ratos.

Apesar de ndo observarmos nenhuma alteracdo na resposta
contratil com o uso de fluoxetina, é importante que outros ISRS, como a
paroxetina, sejam utilizados antes de se afirmar que essa classe de
medicamentos ndo altera a resposta contratil frente a 5-HT em CC de
ratos.
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Além da ativacdo de seus receptores, a 5-HT pode ser captada e,
dentro da célula, pode modular a contracdo do mdsculo liso por
mecanismos como o de serotonilagdo (Watts et al., 2009). Importante
lembrar que a 5-HT apds ser captada é rapidamente metabolizada pela
MAO gerando como principal metabolito o 5-HIAA. Portando, inibindo
a MAO, maior quantidade de 5-HT estara disponivel para exercer suas
fungdes e menor serdo os niveis de 5-HIAA formado. Utilizando tiras de
CC incubadas com pargilina, um inibidor da MAO, De Lima e Silva
(2013) observou um aumento na concentracdo de 5-HT e uma queda nos
niveis de 5-HIAA gquando comparado ao grupo controle (sem pargilina),
comprovando a eficécia desse farmaco em inibir a metabolizacdo da 5-
HT em 5-HIAA. Apesar disso, ndo encontramos nenhuma diferenca na
resposta contratil quando o CC foi incubado com pargilina comparado
ao grupo controle (sem pargilina) (FIGURAS 18 E 19; TABELA 2),
sugerindo que o aumento dos niveis intracelulares de 5-HT ndo é
fundamental para a contracdo da musculatura lisa por intermédio da 5-
HT exdgena. Esse resultado mostra ainda que os metabdlitos
serotonérgicos ndo participam da contragdo do CC de rato. No entanto,
para avaliar com maior precisdo o processo de serotonilagdo no CC,
outros experimentos precisam ser desenvolvidos, como a verificacdo da
presenca e a atividade da enzima transglutaminase.

Em 1974, Toda et al. verificaram a capacidade deste metabolito
da 5-HT em modular o ténus da musculatura lisa vascular e observaram
que ele foi capaz de relaxar artérias cerebrais de cachorro. Sabendo que
diversas moléculas, como a propria 5-HT podem gerar respostas
antagdnicas dependendo da estrutura em que se encontram, isto &,
contragdo em um vaso e relaxamento em outro, decidimos avaliar a
capacidade do 5-HIAA em contrair o CC de rato. Para tal, estimulamos
0 CC de rato com 5-HIAA exo6gena (100 uM; dados ndo mostrados). A
capacidade de relaxamento da musculatura lisa com o uso da 5-HIAA
ainda precisa ser investiagada.
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A partir dos nossos resultados podemos concluir através do EEC
gue o principal neurotransmissor envolvido no processo contratil do CC
de rato é a noradrenalina e que ela contrai o tecido através dos oa-
adrenoreceptores. Demonstramos, ainda que de modo indireto, que
provavelmente ndo ha liberacdo, por parte dos neurdnios
intracavernosos de 5-HT. Apesar disso, verificamos que o CC de rato é
capaz de contrair de modo concentracdo dependente quando estimulado
com 5-HT exdgena. Apesar de ser capaz de ser contraido na presenca de
5-HT, essa resposta ndo é mantida quando estimulado varios vezes com
essa substancia, apresentando um perfil de resposta taquifilatico. Dentro
dos possiveis mecanismos de taquifilaxia, estudamos a participacdo das
caveolas com o uso do composto MBCD e observamos que elas nao
participam dessa perda de resposta.

Utilizando diversos agonistas e antagonistas serotonérgicos,
sugerimos que a familia 5-HT, estd diretamente envolvida no processo
de contracdo do CC de rato. E, analisando mais detalhadamente os
resultados obtidos com os antagonistas ketanserina e LY 266097, e
também os da fluoxetina, infere-se que dentre os trés membros dessa
familia (5-HT2a, 5-HT2s € 5-HT2c), 0 receptor 5-HT2a é provavelmente
0 de maior relevancia no processo contratil do CC de rato induzido por
5-HT, no entanto ainda é possivel que ocorra participacdo, mas em
menor grau, dos receptores 5-HTc.

Demonstramos também que a metabolizacdo da 5-HT e que o seu
principal metabdlito, o 5-HIAA, ndo sdo importantes para a contragio
do CC de rato.

Sendo o sangue, através das plaquetas, um reservatorio de 5-HT,
sugerimos que a 5-HT desempenha o seguinte papel no processo de
erecdo peniana: ao ocorrer o relaxamento do CC e consequentemente a
erecdo peniana, ha maior influxo e certa estase do sangue dentro dos
sinuséides do CC. Essa permanéncia do sangue no CC pode permitir que
haja liberacdo de 5-HT das plaquetas e ocorra uma interagdo da 5-HT
com as células musculares que compde o CC. A principio essa interacéo
geraria uma contracdo dessas estruturas, mas como ha taquifilaxia, essa
capacidade contratil é perdida. O retorno venoso, que ocorre através da
VDP, é impedido incialmente pela veno-oclusdo (compressdo mecanica
da veia), mas também acreditamos que a 5-HT liberada interaja com as
células musculares deste vaso contraindo-o. Importante ressaltar que
esse mecanismo de taquifilaxia ndo foi observado na VDP, ou segja, a
contracdo da VDP é mantida pelo estimulo com 5-HT. Essa teoria vai de
acordo com dados preliminares de nosso laboratério, onde foi verificado
gue a administracdo de 5-HT induz erecdo espontanea em rato. Como a
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5-HT é uma molécula incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica,
é provavel que ela atue perifericamente, como na musculatura lisa do
CC e da VDP, de modo a contribuir para a erecéo peniana.
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