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RESUMO

Ravelli KG. Estudo do mecanismo de erecdo peniana causada pela toxina TX@-6
produzida pela aranha Phoneutria nigriventer [dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo; 2011.

A erecdo peniana é resultado de complexa interacdo neurovascular causada por
impulsos parassimpaticos que causam dilatagdo arterial e relaxamento da
musculatura lisa do pénis, permitindo que o sangue flua sob alta pressao para o
tecido erétil, que se dilata de modo acentuado. O gas o6xido nitrico (NO),
sabidamente atua no relaxamento dos corpos cavernosos. O veneno produzido pela
aranha Phoneutria nigriventer, entre outros sintomas, causa relaxamento do tecido
dos corpos cavernosos em animais experimentais, efeito que provavelmente
contribui para o priapismo observado em envenenamento por esta espécie
envolvendo humanos. O pré-tratamento de camundongos com inibidores da NO-
sintase antes de se injetar intraperitonealmente a toxina Tx2-5, uma toxina
semelhante a Tx2-6, inibe o priapismo, assim como todos 0s outros sintomas,
demonstrando o envolvimento do NO no processo de intoxicacdo. Investigacoes
revelaram que a toxina causa intensa ativacdo do gene de transcricdo c-fos em
determinados nucleos cerebrais, entre eles, o nucleo paraventricular do hipotalamo
(NPV). Este estudo tem como objetivo ampliar os conhecimentos relacionados ao
mecanismo da erecdo peniana causada pela toxina Tx2-6. Inicialmente a toxina foi
injetada intracerebralmente no NPV e os resultados obtidos ndo mostraram o
envolvimento direto do mesmo com o priapismo, pois ndo houve ere¢cdo em nenhum
animal injetado com a toxina. Depois, cortes de pénis de camundongos foram
incubados na presenca do fluoréforo sensivel ao NO e foram observados em
microscopio confocal de fluorescéncia. Foram capturadas imagens 3D e medida a
intensidade meédia de fluorescéncia nas estruturas marcadas. Os resultados
mostraram que no controle houve um aumento maximo de 14% na fluorescéncia no
periodo observado. Com a adicdo do L-NAME houve um aumento de 8% na
fluorescéncia. O nitroprussiato de sodio, que é um doador de NO, causou um

aumento de 13%, na maior concentracao utilizada e a toxina, um aumento de 7%.



Procuramos entdo avaliar se ha aumento na producdo de NO quando o tecido é
submetido a TX2-6 medindo a producgéo de nitritos derivados da oxidagdo de NO
pelo método de Griess. Observamos que a toxina ndo aumenta a producdo de
nitritos. Foram feitos também experimentos com camundongos que sofreram
ablacdo cirargica bilateral dos nervos cavernosos. Estes, quando injetados
intraperitonealmente com a toxina Tx2-6 aos 30 e 60 dias apds a denervacgéao,
tiveram erecdo peniana, assim como 0s animais sham-operados. Porém, a erecao
do grupo denervado n&do apresentou exposicdo total do pénis, como ocorre nos
sham-operados possivelmente devido a fibrose causada pela denervacdo
confirmada por avaliacdo histoldégica dos pénis empregando a coloragcdo com
Tricrobmico de Masson que evidenciou maior quantidade de colageno. Estes
resultados nos levam a crer que a erecdo causada pela toxina Tx2-6 pode nao ser

mediada pela producao de NO e ndo depende da inervagao peniana.

Palavras-chave: Phoneutria nigriventer. Toxina TX2-6. Erecdo peniana. Oxido

nitrico.



ABSTRACT

Ravelli KG. Study of penile erection mechanism caused by Tx2-6 toxin
produced by Phoneutria nigriventer spider . [Master thesis (Biotechnology)]. Séo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&ao Paulo; 2011.

Penile erection is a result of complex neurovascular interaction caused by
parasympathetic impulses which cause arterial dilation and penis smooth muscle
relaxation letting the blood flow in high pressure to the erectile tissue that dilates
sharply.The nitric oxide gas (NO) wisely acts on corpus cavernosum relaxation. The
venom produced by Phoneutria nigriventer spider causes, among others, the
relaxation of the corpus cavernosum tissue in experimental animals, effect which
probably contributes to the priapism observed in human poisoning by this species.
Mice pretreatment with NO-synthase inhibitors before intraperitoneally injecting the
Tx2-5 toxin, which is similar to the Tx2-6, inhibits the priapism as well as all the other
symptoms, showing NO performance in the intoxication process. Investigation
reveals that the toxin causes intense c-fos gene transcription activation in some brain
nuclei such as paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN). This study aims to
widen some knowledge concerning penile erection mechanism caused by Tx2-6
toxin. Initially, the toxin was intracerebrally injected in the PVN and the results didn’t
show its direct relation with the priapism because there was no erection in any animal
that had been injected with the toxin. Afterwards, mice penis samples were incubated
in the presence of fluorophore which is sensitive to NO and they were observed with
a confocal fluorescence microscope. 3D images were captured and the average
fluorescence intensity of the marked structures was measured. The results showed
that in the control there was a maximum increase of 14% in fluorescence in the
observed period. By adding up L-NAME there was an increase of 8% of
fluorescence. The NO donor sodium nitroprusside caused an increase of 13%,
whereas the toxin showed an increase of 7%. Therefore, we decided to analyze if
there is any increase of NO production when the tissue is submitted to TX2-6 by
measuring the production of nitrites derived from NO oxidation through the Griess
method. It was observed that the toxin does not increase the concentration of nitrite,
however the NPS caused a dose-dependent increase in the production. Experiments

were carried out on mice which suffered bilateral surgical ablation of the cavernosum



nerves. By the time animals were intraperitoneally injected with the Tx2-6 toxin 30
and 60 days after the denervation, there was penile erection, as well as with the
sham-operated animals. However, the erection of the denervation group didn’t
present total penis exposition as it happens wit the sham-operated group possibly
due to the fibrosis caused by the denervation confirmed by histological evaluation of
the penes colored by Masson’'s Trichromic methodwhich showed more
collagen.These results reveal that erection caused by Tx2-6 toxin might not be

mediated by NO production and it does not depend on penile nerves.

Key words: Phoneutria nigriventer. TX2-6 toxin. Penile erection. Nitric oxide.



1 INTRODUCAO



Introdugdo

1.1 Agéo da toxina TX2-6, produzida pela aranha Pho neutria nigriventer

A aranha Phoneutria nigriventer, conhecida como “armadeira” por sua
agressividade, tem habitos solitarios e distribuicdo geografica extensa por toda a
America do Sul. No Brasil, principalmente nas regides centrais e no sudeste, esta
espécie é responsavel por um grande namero de acidentes envolvendo humanos,
incluindo morte infantil, (1). Os sintomas da picada incluem intensa dor local,
caimbras, tremores, convulsdes tonicas, perturbacdes visuais (2-4), disfuncdes
cardiacas (taquicardia e arritmia) (5), distirbios no sistema nervoso central,
espasmos musculares, bloqueio neuromuscular, piloerecdo, aumento da
permeabilidade vascular (causando a formacdo de edemas), coceira, priapismo e,
eventualmente, morte (5). O veneno causa relaxamento do tecido dos corpos
cavernosos de coelhos in vitro, efeito que deve contribuir para o priapismo
observado em envenenamento por esta espécie em acidentes envolvendo humanos

e em animais experimentais (6).

O veneno da armadeira € uma mistura de toxinas, contendo peptideos,
aminoécidos, histamina e serotonina, entre varias outras moléculas menos
conhecidas (7). E composto principalmente por trés tipos de polipeptidios
neurotoxicos (Tx1, Tx2 e Tx3), e uma fracdo ndo téxica (M), que tem atividade em
musculo liso. A fracdo Tx2, apOs injecao intracerebral em camundongos, causa
sintomas excitatérios, tais como salivacdo, lacrimacdo, convulsdes e paralisia
espastica das extremidades anteriores e posteriores (1). Esses efeitos ocorrem
devido ao fato da toxina ativar e retardar a inativacdo dos canais de Na*, acédo que
pode ocasionar a despolarizacdo das fibras musculares e terminais nervosos na

juncao neuromuscular, assim como a ativacao do sistema nervoso auténomo (8).

A analise da fracado TX-2 revelou a presenca de pelo menos oito componentes
principais. Dentre eles as neurotoxinas Tx2-1, Tx2-5 e Tx2-6. Todas causam
lacrimejamento, salivagdo, sudorese, agitacdo, paralisia espastica das extremidades
anterior e posterior e morte, dependendo da dose. As toxinas Tx2-5 e Tx2-6

apresentam uma grande semelhanca com respeito a sequencia de aminoacidos, da
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ordem de 85% (9). A toxina TX2-5 tem 47 aminoacidos enquanto a TX2-6 possui
48. Ambas possuem 10 cisteinas que formam 5 pontes dissulfeto (10). Os sintomas

causados pelas duas sao os mesmos (11).

Camundongos machos injetados com a toxina Tx2-5 apresentam uma
intoxicacdo com dois sintomas iniciais: hipersalivagcdo e erecao peniana, seguidos
por morte com sinais de severa deficiéncia respiratoria (11,12). O priapismo €
claramente espécie-dependente, sendo observado claramente em camundongos,
caes e seres humanos, enquanto que ratos, coelhos e cobaios ndo desenvolvem
este sintoma (3). O pré-tratamento de camundongos com inibidores da NO-sintase
inibiu o priapismo causado pela injecéo intraperitoneal da toxina Tx2-5, semelhante
a Tx2-6, assim como todos o0s outros sintomas, incluindo salivacéo, deficiéncia
respiratdria e morte, demonstrando um possivel envolvimento do NO no processo de

intoxicacao (12).

A ativacdo da transcricdo do gene c-fos tem sido usada como marcador da
ativacdo de células nervosas e mapeamento da atividade de centros cerebrais.
Convulsbes provocadas por choques eletroconvulsivos (ECS) ou por
pentilenotetrazol (PTZ) tém demonstrado ativacdo de c-fos em cérebros. Um estudo
comparativo relatou que estruturas cerebrais de ratos como o cortex olfatério, giro
dentado, amigdala basolateral, posteromedial nucleo hipotalamico ventromedial e
dorsomedial, entre muitas outras areas, seletivamente expressam o fator c-fos apos
0 episddio ECS. Administracdo de PTZ resultou num padrao similar de ativagdo com
excecdo do nucleo hipotalamico ventromedial e dorsomedial (13). Embora se possa
imaginar que a toxina Tx2-6 possa causar convulsdes, nenhuma dessas areas foi
particularmente afetada por esta toxina em estudo realizado em nosso laboratorio.
Areas como o nucleo central da amigdala, paraventricular do hipotalamo e ntcleos
do leito da estria terminal foram fortemente afetados por Tx2-6 (manuscrito em

preparacao).

O mapeamento prévio de areas cerebrais envolvidas no controle de erecéo

peniana ou inervagao dos 6rgdos genitais masculinos identificou o envolvimento de
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diversas estruturas cerebrais. Isto foi descrito injetando-se em pénis de ratos,
pseudo-virus que sdo transportados retrégradamente para centros nervosos que,
depois, foram localizados nos ndcleos paragigantocelular, paraventricular do
hipotalamo e alguns nucleos da rafe entre outras estruturas (14). Estas estruturas
cerebrais foram também implicadas na funcdo de erecdo peniana em estudos
envolvendo lesBes ou estimulacdo elétrica (15). Muitas evidéncias sugerem o
envolvimento do nucleo paraventricular do hipotdlamo na funcao erétil, portanto a
extensdo e especificidade do seu papel na erecdo peniana induzida por Tx2-6

requer mais investigagoes.

1.2 Afuncdo erétil e sua disfuncao

A disfuncdo erétil € definida como a inabilidade persistente para obter ou
manter uma erec¢ao peniana com rigidez suficiente para o intercurso sexual. O grau
de disfuncao erétil pode variar de uma reducédo parcial da rigidez peniana até a falha
erétil total. A impoténcia é um disturbio dependente da idade, com uma incidéncia de
1,9% aos 40 anos de idade e 25% aos 65 (16).

Durante muito tempo acreditou-se que a disfuncao erétil estava relacionada
exclusivamente a problemas psicolégicos, no entanto, nas ultimas décadas, ficou
claro que a maioria dos pacientes com insuficiéncia erétil possui algum tipo de
desordem organica. A disfuncao erétil pode ter origem neurologica, arteriogénica ,
veno-oclusiva ou cavernosa e, portanto, pode estar associada a fatores de risco
vascular como aterosclerose, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia, diabetes
mellitus e tabagismo (17).

Um grande numero de ensaios clinicos mostraram que inibidores da enzima
fosfodiesterase-5 (PDES), responsavel pela degradacdo de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) no corpo cavernoso, podem melhorar a ere¢do em homens com
disfuncdo erétil, independentemente da causa (psicogénica, organica ou mista).
Esse tipo de medicamento vem sendo muito utilizado terapia oral ndo invasiva nas

tltimas décadas. Poréem, a PDE5 ndo € uma enzima restrita ao pénis e pode ser
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encontrada em outros tecidos, o que torna possivel a ocorréncia de efeitos
secundéarios, tais como congestao nasal, dispepsia, dor de cabeca, rubor facial e
diarréia. Possiveis efeitos cardiovasculares tém dominado as discussdes sobre a
seguranca desse medicamento. Uma contra-indicacdo absoluta para esse
medicamento é a utilizacdo concomitante com o uso de nitratos (utilizados no
tratamento da hipertencdo). Varias mortes associadas a esse medicamento tém sido
atribuidas a esse fator (18). Embora o tratamento com inibidores da PDE5 seja
eficaz na maioria dos casos de disfuncdo erétil, pacientes submetidos a
prostectomia, com leséo bilateral dos nervos cavernosos, ndo respodem bem ao

tratamento (19).

1. 3 Anatomia do pénis

O pénis é composto por dois corpos cavernosos emparelhados e um corpo
esponjoso. Ambos sdo cercados por uma espessa bainha fibrosa, a tunica
albuginea. O corpo esponjoso, que envolve a uretra, forma a glande do pénis
distalmente. = O cavernoso possui multiplos espacos lacunares interligados
revestidos por endotélio vascular. A parede trabecular desses espacos é composta
por uma camada de musculo liso e por uma trama fibroeldstica composta por

fibroblastos, colageno e elastina (16).

O fluxo sanguineo arterial chega nos corpos cavernosos através das artérias
cavernosas, ramos terminais da pudenda interna. As artérias helicinas, ramificacdes
da artéria cavernosa, se abrem diretamente para os espacos lacunares (16). A
drenagem venosa ocorre através das vénulas subtunicais, localizadas entre a
periferia do tecido erétil e tanica albuginea. As veias subtunicais se unem para

formar as veias emissarias, que sao maiores e perfuram a tanica albuginea.

O pénis recebe inervacdo autbnoma e somatica (20). A partir dos neurdnios
da medula espinhal e ganglios periféricos, 0os nervos simpaticos (cuja estimulacéo

provoca vasoconstricdo arterial) e parassimpéticos (cuja estimulagdo provoca
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vasodilatacao arterial) se fundem para formar 0os nervos cavernosos, que invadem
0S COrpos cavernosos e COrpo esponjoso e controlam os eventos neurovasculares
gue ocorrem durante a erecdo e a detumescéncia do pénis. Os nervos cavernosos
sdo ramos do plexo pélvico que inervam o pénis, enquanto outros ramos inervam o
reto, a bexiga, a prostata e os esfincteres. Esses nervos séo facilmente danificados
durante a excisao radical do reto, bexiga e prostata. A clara compreensédo do seu
curso é essencial para a prevencao da disfuncao erétil iatrogénica (21).

A erecdo peniana é resultado de complexa interagdo nervosa central e
periférica que induz mudangcas musculares e vasculares nos tecidos eréteis do
aparato genital masculino (22). Além disso, os andrégenos também exercem papéis
de destaque no desenvolvimento e manutencdo de diversos circuitos neuronais

envolvidos na funcéo sexual tanto central quanto periférica (23).

O corpo cavernoso possui uma importante populacdo de nervos néo-
adrenérgicos nao-colinérgicos, contendo enzimas geradoras de
transmissores/moduladores, tais como, peptideo intestinal vasoativo, neuropeptideo
Y e oxido nitrico (NO) (24).

1.4 Oxido Nitrico como mediador da ere¢éo peniana

Em 1980, estudos relataram que apesar de uma potente acéo vasodilatadora
in vivo, a acetilcolina nem sempre produzia relaxamento das preparacdes isoladas
de vasos sanguineos in vitro. Foi demonstrado que o relaxamento provocado pela
acetilcolina em preparacdes isoladas de aorta toraxica de coelho e outros vasos
sanguineos exige a presenca de células endoteliais e que, no endotélio, a
acetilcolina estimula a liberacdo de um fator que causa relaxamento do musculo liso
vascular (25). Este fator foi identificado como Oxido nitrico (26). Posteriormente,
estudos envolvendo estimulacdo elétrica evidenciaram o papel do NO no
relaxamento do musculo liso cavernoso de pénis humano (27). Defeitos nessa via

poderiam provocar algumas formas de impoténcia (28). Importantes evidéncias
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sugerem que o NO é o mediador mais importante, responsavel pelo relaxamento do

musculo liso dos corpos cavernosos durante a resposta erétil (29).

A formacgédo do NO a partir da L-arginina ocorre através da acdo da enzima
NO-sintase (NOS) (30) e o pénis contém esta enzima predominantemente na
isoforma neuronal (NNOS) (31), produzida pela inervacdo nao-adrenérgica néo-
colinérgica. Ocorre também a presenca da isoforma endotelial (eNOS), produzida
nas ceélulas de mauasculo liso cavernoso e no endotélio (32). A erecdo peniana é
mediada pelo NO produzido por estas duas isoformas (33, 34). A nNOS atua
iniciando a resposta erétil, que é mantida e, em seguida, aumentando a atividade da

eNOS, no sentido de manter a erecdo maxima (35,33).

A nNOS e a eNOS, séo isoformas constitutivas da NO sintase e funcionam
acopladas a calmodulina, que na presenca de calcio forma um elemento regulatorio
da atividade enzimatica da NO, o complexo calcio-calmodulina. Na presenca desse
complexo a NOS é ativada, mas quando a concentracao intracelular de calcio cai o

complexo é desfeito e a atividade enzimética da NOS € desativada (36).

A sintese de NO ocorre em duas etapas (Figura 1). Na primeira, a L-arginina
é transformada em N-hidroxi-L-arginina e agua na presenca de nicotinamida-
adeninadinucleotideo-fostato-hidrogénio (NADPH) e oxigénio. Na segunda etapa, é
necessario mais NADPH e oxigénio para transformar N-hidroxi-L-arginina em L-
citrulina e NO (36).

HN, HO—N 0\
$—nH, D NH, P—NH,
HN 0, s HKN 0, H.C H
i 3 $ H, N\ T " N\ + NO
/ |. f / |. f /
—_— 4 % ""-'—-
NADPH \'5 NADPH
HN— H,N —{: H.N
COCH COOH COOH
L-Arginina M-hidroxi-L-arginina L- Citrulina

Figura 1: Sintese de Oxido nitrico catalisada pela NO-sintase.
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1.5 Hemodindmica do pénis durante os estados de fla cidez e de erecao
peniana

No pénis humano, o sangue € levado para o tecido erétil através das artérias
cavernosas que se ramificam em arteriolas dentro dos corpos cavernosos (22).
Atividade elétrica da musculatura lisa dos corpos cavernosos de sujeitos normais
registrada durante o estado de detumescéncia do pénis indica que as células do
musculo liso cavernoso se mantém contraidas durante esse periodo. Ha saida livre
de sangue através das vénulas subtunicais e das veias emissarias (37). A
norepinefrina, por interagdo com receptores a-adrenérgicos, mantém a contracao
das fibras de musculo liso arteriolar e impede significativamente o fluxo sanguineo
para os seios cavernosos (38). O influxo sanguineo através da artéria cavernosa €

minimo, e possui apenas propaosito nutricional (37).

Durante a excitacdo sexual, a atividade simpética é diminuida e impulsos
parassimpaticos que vao da por¢ao sacra da medula espinhal até o pénis causam a
liberacdo de neurotransmissores vasodilatadores (principalmente NO) que levam ao
relaxamento do musculo liso sinusoidal e arteriolar, 0 que permite que o sangue
arterial flua sob alta presséo para o tecido erétil, que é composto por grandes vasos
venosos cavernosos e se dilata de modo acentuado (22). Nessa fase o influxo de
sangue chega a ser de 25 a 60 vezes maior que na fase flacida e a presséo
intracavernosa aumenta rapidamente (37). A medida que o seio cavernoso é
preenchido ele se expande contra a tdnica albuginea, ocluindo as veias subtunicais
e limitando o fluxo de sangue para fora através das veias emissarias. O fluxo através
das veias emissarias € também parcialmente ocluido pelo aumento da presséo

intracavernosa, produzindo rigidez no pénis (39).

Durante o retorno do pénis ao estado flacido, devido a diminuicdo da atividade
parassimpatica e aumento da simpatica, os musculos lisos arteriolares e sinusoidais
se contraem novamente, o influxo de sangue diminui, fazendo com que a presséo
intracavernosa caia, removendo assim o bloqueio venoso e permitindo a drenagem

do sangue dos seios cavernosos (39).
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1.6 Mecanismos moleculares envolvidos ha manutencao do pénis em estado
flacido

A contracdo e o relaxamento de musculos lisos sdo regulados pelo calcio
citosdlico livre. A noradrenalina das terminacdes nervosas, endotelinas e
prostaglandinas do endotélio ativam receptores nas células de muasculo liso para
aumentar os niveis de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), resultando na
liberacdo dos estoques intracelulares de célcio, tais como do reticulo
sarcoplasmatico e mitocondrias e / ou abertura de canais de célcio na membrana
das células musculares lisas levando a um influxo de célcio. Em altas
concentragdes, o0 calcio se liga a calmodulina e altera sua conformagéo, expondo
sitios de interacdo com quinases de cadeia leve da miosina (QCLM), ativando-as. As
QCLM catalisam a fosforilacdo da miosina, desencadeando a interacdo entre os
filamentos de actina e miosina. Em adicdo, essa fosforilagdo ativa a miosina -
ATPase, a qual hidrolisa ATP para fornecer energia para a contragdo muscular
(Figura 2) (21).

Um mecanismo via ativacdo de receptores excitatorios acoplados a proteina
G, também pode causar contracdo, aumentando a sensibilidade ao célcio, sem
qualquer alteragdo do calcio citosolico. Este mecanismo envolve a RhoA, uma
pequena proteina G monomérica que ativa a Rho-quinase. A Rho-quinase ativada
fosforila e, assim, inibe a miosina-fosfatase, prevenindo a desfosforilacdo dos
miofilamentos e, assim, mantendo o ténus contratil. Um inibidor seletivo da Rho-
quinase € capaz de provocar relaxamento do corpo cavernoso humano in vitro e

induzir a erecdo peniana em animais experimentais (21).
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Figura 2: Mecanismos moleculares envolvidos na manutencdo do pénis em estado flacido.
Fonte: Modificado de Gongalves et al., 2007(24).

1.7 Mecanismos moleculares no estado de erecédo peni  ana

Durante a erecdo, a reducdo no nivel de célcio intracelular induz a
dissociacdo do complexo calcio-calmodulina-QCLM. A miosina € desfosforilada pela
fosfatase da cadeia leve de miosina (FCLM) e se separa do filamento de actina,
relaxando o musculo liso dos vasos, o0 que faz com que os mesmos se dilatem, e

permitam que o sangue arterial flua sob alta presséo para o tecido erétil (21).

O NO entra na célula muscular lisa e ativa a guanilato ciclase solavel (sGC)
(Figura3) (40), o que desencadeia um aumento da producédo de GMPc, que sinaliza

para a modificacdo de canais i6nicos, fosfodiesterases e proteinas quinases (18).

O aumento no GMPc ativa proteinas quinase dependentes de GMPc (PKGSs),
levando a uma reducdo no nivel intracelular de calcio (30), por diminuir a atividade
dos canais de célcio, ou ainda por abrir canais de K" dependentes de célcio, o que

hiperpolariza as células de musculo liso, levando ao relaxamento. Além disso, a
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PKG pode fosforilar proteinas que afetem canais de calcio ou alterem o estado de
fosforilacdo das cadeias leves de miosina, promovendo o relaxamento do musculo
liso do corpo cavernoso (24). A vasodilatacdo e o relaxamento do musculo liso

permitem que o corpo cavernoso se encha de sangue (32).

Durante o retorno do pénis ao estado flacido, o GMPc é convertido em 5’
GMP pela fosfodiesterase-5 (PDE5) (24). Ha no mercado diversos medicamentos
para a disfuncao erétil e todos eles atuam inibindo a PDES5 (41), essa inibicdo causa

acumulo de GMPc no corpo cavernoso, promovendo a eregao (42).

Terminacdo MAMC

Y
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tcGMP —5" GMP
+PKGs
lcai2+

YCa 2 /CAM/QCLM
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Relaxamento da m.Lisa (erecdo)

Figura 3: Mecanismos moleculares envolvidos na erecdo peniana.
Fonte: Modificado de Gongalves et al., 2007 (24).
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Objetivos

Este estudo tem como objetivo ampliar os conhecimentos relacionados ao

mecanismo da erecao peniana causada pela toxina Tx2-6 das seguintes maneiras:
- Avaliar a relacdo entre o nucleo paraventricular do hipotalamo e a ocorréncia de
erecdo peniana causada pela toxina TX2-6 através de injecao intracerebral da

toxina.

- Avaliar se a toxina TX2-6 € capaz de causar liberacdo de oxido nitrico em tecido

peniano.

- Investigar os efeitos da toxina TX2-6 em animais com o cavernoso denervado.

- Investigar os padrbes de inervacdo do tecido cavernoso por imunohistoquimica.
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Materiais e Métodos

3.1 Drogas e reagentes

Azul de toluidina (Merk)

Bicarbonato de sédio (Sigma)

Calcimicina (Sigma)

Cloreto de Calcio (Sigma)

Cloreto de potéassio (Sigma)

Cloreto de sodio (Sigma)

Complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC-Elite)
DAF-FM diacetate (- Molecular Probes)

Glicose (Sigma)

Historesina® (Sigma)

Kit para determinacao de nitrito Reagente de Griess (Molecular Probes)
L-Arginina (Tocris)

L-nitro arginina metil-éster (Tocris)

Nitroprussiato de sédio (Sigma)

Potassio fosfato monobasico (Mallinckrodt Chemicals)

Toxina TX2-6 (Instituto Butantan)
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3.2 Solucbes

As solucdes foram preparadas com agua deionizada.
 Tampéao Krebs-Ringer-bicarbonato (KBR): NaCl 118 mM, NaHCO3; 25 mM,
KCl 4.8 mM, CaCl, 1.3 mM, KH,PO,4 1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, glicose 10 mM.

* Solucédo de sulfanilamida: 1g de sulfanilamida, 5 mL de H3PO4 e agua g. s. p
100 mL.

« Solucdo de N- (1-NAPHTHYL) ETHYLENODIAMINE: 0,1g de N- (1-
NAPHTHYL) ETHYLENODIAMINE agua g. s. p 100 mL.

* Solucéo de Griess: Solugao de sulfanilamida e Solucdo de N- (1-NAPHTHYL)
ETHYLENODIAMINE (v/v: 1:1).

+ Fixador de Bouin: 75 mL de Solucdo saturada de Acido Picrico, 25 mL de
Formaldeido puro e 5 mL de Acido Acético Glacial.

« Parafina: 425 g de parafina, 50 g de cera de abelha e 25 g de estearina.

* Hematoxilina férrica de weigert : Solugdo A — 1g de hematoxilina e 100 mL de
alcool 95%. Solucdo B — 4 mL de Solucédo aquosa de Cloreto Férrico a 29%,95 mL
de agua e 1 mL de Acido Cloridrico Concentrado. (Solu¢bes A e B em partes iguais).

* Solucéo de Escarlate de Biebrich: 90 mL de Solugdo aquosa de Escarlate de
Biebrich 1%, 10 mL de Solucdo aquosa de Fucsina Acida 1% e 1 mL de Acido

Acético Glacial.

» Solucdo acida fosfotingstica-fosfomolibdica: 2,5 g de Acido Fosfotlingstico,

2,5 g de Acido Fosfomolibdico 100 mL de agua.
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+ Solucdo de azul de anilina: 2,5 g de Azul de Anilina, 2 mL de Acido Acético

Glacial e 100 mL de agua.

* Solucdo de agua-acido: 1 mL de éacido acético glacial e 100 mL de agua

destilada.

3.3 Animais

Todos os procedimentos envolvendo experimentagdo animal foram avaliados
e considerados em concordancia com as normas vigentes pela Comissao de
Experimentacdo e Uso de Animais do Instituto Butantan — CEUAIB No. 453/08. Os
animais utilizados em todos os experimentos foram camundongos Swiss machos
com peso entre 25g e 28g. Os camundongos foram mantidos em biotério com luz,
temperatura e ventilacdo adequadas durante todos os procedimentos experimentais,

com agua e racao padrao a vontade.

3.4 Obtengé&o da toxina TX2-6

O veneno da Phoneutria nigriventer foi obtido no Laboratério de Artropodes do
Instituto Butantan através de estimulacdo elétrica. A toxina foi separada por
cromatografia em coluna Sephadex G50. O pico ativo foi purificado por
cromatografia liquida de alta presséo. A identidade do peptideo TX2-6 foi confirmada

por espectrometria de massa.

3.5 Injecéo intracerebral da toxina TX2-6

Foram utilizados um total de 24 camundongos machos. Os animais foram
anestesiados por injecdo intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (12

mg/kg). ApOs a anestesia, 0s animais foram posicionados no aparelho estereotaxico
32



Materiais e Métodos

e tiveram a pele desinfetada, rebatida e excisada e o peridésteo do cranio foi
removido. Foram feitos trés pequenos orificios nos ossos do cranio utilizando uma
broca odontolégica em baixa rotacdo. O primeiro orificio na direcdo do nucleo
paraventricular do hipotalamo (coordenadas tendo como ponto O o bregma:
+0,25mm latero-lateral, -0,94 mm antero-posterior e —3,6 mm de profundidade), os
outros dois em pontos proximos. Foi implantada uma cénula no nucleo
paraventricular do hipotalamo e nos outros dois orificios foram encaixados pequenos
parafusos firmemente para servirem como ancoras para a canula. O sistema foi
coberto com acrilico dental auto-polimerizavel envolvendo a canula e os parafusos,
de forma que apenas o orificio superior ficasse exposto. Apos o procedimento 0s

animais se recuperaram da anestesia.

Aproximadamente uma semana depois da cirurgia os animais foram injetados
intracerebralmente, através da canula guia, com 3 pl das doses da toxina Tx2-6
expostas na Tabela 1, tomando-se o cuidado de observar, em seguida, a ocorréncia
e a intensidade da erecao peniana. Um grupo de 4 camundongos foi utilizado como
controle, injetando-se 0 mesmo volume (3 ul) de salina estéril. Os animais assim
tratados foram observados quanto aos sinais de toxicidade, tais como eregao
peniana, salivacao e piloerecéo.

ApoOs os experimentos foi injetado pela canula-guia 2 pL de corante azul de
metileno, os animais foram sacrificados em seguida, por decapitagcdo, e seus
cérebros foram removidos e cortados com o auxilio de um criostato para verificar se

a canula estava realmente no nucleo desejado.
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Tabela 1- Concentragdo da toxina Tx2-6 injetada no nucleo paraventricular do hipotalamo de
camundongos Swiss distribuidos em diferentes grupos

Grupo Numero de Concentracao injetada
animais

Grupo 1 2 1 po/ul
Grupo 2 2 0,66 pg/ul
Grupo 3 4 0,5 pg/ul
Grupo 4 3 0,02 pg/ul
Grupo 5 6 0,002 pg/ul
Grupo 6 3 0,0002 pg/ul
Grupo 7 4 3 ul de salina

3.6 Deteccgéo de Oxido nitrico através de microscopi  a de fluorescéncia

A liberacdo de NO foi realizada utiizando o marcador 4-Amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluorescein, DAF-FM diacetato, um composto n&o-
fluorescente permedavel pela membrana celular, mas que, quando penetra na célula
€ desacetilado, impedindo seu extravasamento. Quando reage com o NO, dentro da

célula, forma um benzotriazol fluorescente (43).

Foram empregados 18 camundongos Swiss. Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e, através de cirurgia, os pénis foram retirados e
colocados rapidamente em tampao Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) gaseado com
carbogénio (95% O, e 5% CO,), pH 7.3. Com o auxilio de um criostato, foram feitos

cortes longitudinais de pénis com 45 um de espessura a -22 <.

Inicialmente os cortes foram incubados em geladeira na presenca do
fluoréforo sensivel a NO, DAF-FM 10 uM, por 1 hora. Apés a incubagéo e lavagem
com KRB, os mesmos foram imersos em KRB acrescido de arginina 1 mM. Foi

utilizado um microscopio confocal de fluorescéncia equipado com sistema digital de
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captura de imagem para a observacao das imagens. Foi capturada uma imagem 3D
a cada 15 minutos durante 1 hora e meia, sendo que durantes os 30 primeiros
minutos ndo foi adicionada nenhuma droga, esse tempo foi utilizado para que a
fluorescéncia pudesse se estabilizar. Apos esse periodo foram adicionados a toxina
TX2-6, 10 nM, ou as drogas utilizadas como controles, tais como: N (G)-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) 100 puM e Nitroprussiato de sodio (NPS) 100 uM e
300 uM ou Tampao Krebs-Ringer-bicarbonato. Alguns cortes foram incubados sem o

fluoréforo, para garantir que o tecido ndo possuia auto-fluorescéncia.

Em seguida, a intensidade média de fluorescéncia nas estruturas marcadas
foi medida empregando o programa ImagedJ. Os dados foram normalizados e
inseridos em um grafico (os experimentos foram realizados em triplicata e, em
seguida, a média dos resultados obtidos foi calculada para cada grupo). Foi

realizada analise de variancia seguida pelo teste Bonferroni.

3.7 Coloracdo com azul de Toluidina

Pénis de quatro camundongos foram retirados, fixados em paraformoldeido
4% em PBS. Apés a fixacdo, o material foi lavado em PBS, desidratado em etanol
(concentracdes crescentes de 50 a 100%) e infiltrado em uma mistura de solucao
infiltradora (50 ml de resina basica [glicolmetacrilato] e 0,5 ml de ativador [peroxido
de benzoila]) e alcool 95% na proporcdo 1:1 durante 2 horas e deixado polimerizar
em uma mistura de resina (15 ml de solucao infiltradora e 1 ml de endurecedor,

derivado do acido barbitirico- DMSO) a temperatura ambiente, durante 5 horas.

Apbs esse periodo, as amostras foram embebidas em resina pura em moldes
e permaneceram em estufa a 60 °C por 72 horas para permitir a polimerizacdo da
resina. Foram obtidos cortes longitudinais de 2 UM de espessura. Os cortes foram

corados com azul de Toluidina.
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3.8 Dosagem de nitritos através do método de Griess

A avaliacdo da sintese de NO foi realizada através da quantificagdo de nitritos
(NO2), metabdlitos estaveis do NO, de acordo com a reacdo de Griess (44). A
reacao colorimétrica se baseia na reacdo desses metabdlitos do Oxido nitrico com
acido sulfanilico, formando o ion diazénio, que se acopla ao N-(1-Naftil)-
etilenodiamina, formando um composto azo que pode ser espectrofotometricamente

quantificado.

Para efetuar a dosagem indireta de oxido nitrico através da quantificacdo dos
niveis de nitrito das amostras foi necesséaria a construcdo de uma curva padrao.
Para isso, foi utilizada uma solucdo de Nitrato de sddio (NaNO;) em diferentes
concentracdes (0 uM, 5 uM, 15 uM, 30 uM e 60 uM).

Cortes de pénis de 4 camundongos cortados conforme citado anteriormente
foram distribuidos em tubos tipo Eppendorf. Em cada tubo, foi adicionada a toxina
TX2-6 (100 nM, 10 nM e 1 nM) ou uma das drogas utilizadas como controles: L-
NAME (100 pM, 300 uM e 500 uM), NPS (100 uM, 300 pM e 500 puM.) e calcimicina
1mM. O mesmo procedimento foi aplicado em tubos contendo apenas as drogas,
sem tecido. Os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 45 minutos. O
volume de incubacao foi de 200 pL. As amostras foram homogeneizadas por ultra -

som e duas aliguotas de 10 ul foram retiradas para dosagem de proteina.

O restante do material foi centrifugado a 200 x g por 10 minutos. Foi pipetado
50 microlitros de cada amostra em uma microplaca de 96 pogos. A curva de nitritos
também foi distribuida na placa (50 microlitros de cada ponto da curva, em triplicata).
Em seguida, foram adicionados 50 microlitros do Reagente de Griess em cada poco,
formando um volume final de 100 microlitros. A microplaca foi levada para a leitura
em espectrofotbmetro para determinar a densidade Optica das amostras no
comprimento de onda de 548 nm. As concentragdes de nitritos e das amostras foram
determinadas através da curva-padrdo. A concentracdo de 6xido nitrico foi corrigida
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pela quantidade de proteinas das amostras, determinada baseada no método de
Bradford (Bradford, 1976).

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados obtidos foram
expressos como média + erro padrdo da média e submetidos a analise de variancia

seguida pelo teste Bonferroni.

3.9 Determinagéo da dose minima efetiva da toxina T ~ X2-6

Foram utilizados 40 camundongos divididos em 4 grupos. Cada grupo recebeu
uma dose da toxina TX2-6 injetada intraperitonealmente. Foram utilizadas as
seguintes doses: 0,3 ug/kg, 0,6 pg/kg, 1 pg/kg e 3 ng/kg.

Os animais foram observados quanto a frequéncia de ocorréncia de erecao

peniana (pénis ereto e totalmente exposto) e morte.

3.10 Cirurgia para excisdo do nervo cavernoso

Foram utilizados 9 camundongos. Os animais foram divididos em dois grupos,
um com 4 animais e outro com 5. O primeiro grupo sofreu exciséo cirurgica bilateral
dos nervos cavernosos (grupo denervado) e o segundo sofreu apenas exposicao
cirdrgica bilateral dos nervos cavernosos, sem lesdo dos mesmos (grupo sham-

operado).

As cirurgias foram realizadas sob anestesia volatil com isoflurano a 2-3% em
oxigénio medicinal. Foi feita uma incisdo mediana infra-abdominal para a exposicéo
do nervo cavernoso para a excisao bilateral do nervo. A musculatura foi suturada
com fio Vicryl 4-0 absorvivel pelo organismo e a pele foi presa com grampos
mecanicos de aco 7 mm. Uma semana apoés a cirurgia os grampos foram retirados e
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cada animal foi colocado em uma caixa separada com uma fémea e foram assim
mantidos por um més. Para observar a capacidade de erecdo dos mesmos, as

fémeas foram avaliadas para constatar se estavam prenhes.

3.11 Ac¢ao da toxina nos animais denervados e Sham-o  perados

Foram utilizados 38 camundongos divididos em trés grupos (um grupo
contendo 10 animais, um com 12 e outro com 14 animais). Em cada grupo metade
dos animais sofreu excisdo bilateral do nervo cavernoso e outra metade sofreu
apenas exposicado do nervo. Os animais foram injetados intraperitonealmente com a
toxina TX2-6 (0,6ug/kg) de acordo com o tempo pés-cirurgico:

- Grupo 1: injecdo 15 dias apos a cirurgia
-Grupo 2: injecao 1 més apobs a cirurgia

-Grupo 3: injecao 2 meses apos a cirurgia

Além disso, mais quatro animais denervados e gquatro sham-operados de
cada grupo foram injetados com solucdo salina, para garantir que a erecao
observada nos demais ndo € causada pela manipulacédo do animal. ApGs a injecéo
0s animais foram avaliados quanto aos sintomas, principalmente o de priapismo que
foi classificado em 4 categorias:

+: base do pénis arroxeada
++: pénis arroxeado e pouco exposto
+++: pénis ereto e quase totalmente exposto

++++: pénis muito ereto (erecdo completa) e completamente exposto

Os animais denervados que tiveram erecdo com a toxina foram dissecados
para observacdo de uma possivel reconstituicdo dos nervos. Os resultados foram
submetidos a comparagao de propor¢do quanto a ocorréncia de ere¢cao nos grupos

sham e denervados.
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3.12 Coloracao de tecido peniano com Tricrédmico de Masson

Os pénis de 7 camundongos denervados e 7 sham — operados foram
retirados apds dois meses da cirurgia e fixados em formol 10% e, em seguida, foram
desidratados em alcool etilico da seguinte maneira: 2 horas em alcool 70%, 2 horas
em alcool 95% e 2 horas em alcool 100% (ao completar 1 hora o alcool era trocado).
Em seguida as pecas foram diafanizadas em xilol por uma hora e meia (trocas de 30
minutos). O material ficou incubado em parafina por 12 horas (dentro da estufa a 60
C) e, em seguida, foi emblocado, permanecendo em moldura até a consolidacao.
Foram montadas laminas com cortes de 6 pm obtidos através de um micrétomo.
Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em 2 banhos de xilol (10 minutos
cada), e hidratados em concentracdes decrescentes de alcool etilico por 30 minutos
(@lcool etilico absoluto, alcool etilico 95%, e alcool etilico 70%, 10 minutos cada
banho) e agua corrente por 5 minutos. O protocolo para coloragédo de Tricrdmico de
Masson foi 0 seguinte:

a) Incubacao em Solucéo de Bouin por 12 horas a temperatura ambiente.

b) Incubacdo em agua corrente por 5 minutos.

¢) Incubacdo em agua destilada por 10 segundos.

d) Incubacdo em solucdo de Hematoxilina Férrica de Weigert por 10 minutos.

e) Lavagem em agua corrente por 10 minutos.

f) Lavagem em agua destilada por 10 segundos.

g) Incubacéo na solugao de Escarlate de Biebrich por 5 minutos.

h) Lavagem em &gua destilada por 10 segundos.

) Incubacdo na solucdo de Acido Fosfotingstico-Fosfomolibdico por 12
minutos.

j) Lavagem em agua destilada por 10 segundos.

k) Incubagcao em solugéo de Azul de Anilina por 8 minutos.

l) Lavagem em &gua destilada por 10 segundos.

m)Incubacédo em solucéo de acido acético glacial 1% por 5 minutos.

n) Lavagem em agua destilada por 10 segundos.

As laminas foram desidratadas e diafanizadas conforme citado anteriormente

e montadas com Entelan (resina).
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3.13 Imuno-histoquimica

Sete animais denervados e sete sham-operados foram anestesiados e
submetidos a perfusdo transcardiaca, com solucdo salina tamponada seguida de
solucéo fixadora constituida de 4% de paraformaldeido (PFA) dissolvido em tampéao
fosfato salina 0,1M (PB pH 7,4). Ap6s a perfusdo, os pénis foram coletados e
mantidos em 4% de PFA durante 4 horas. Apds este periodo, o material foi
transferido para uma solucdo de PB contendo 30% de sacarose, para crioprotecao,
por um periodo de 48 horas. Em seguida, os pénis foram cortados em criostato. Os
cortes histoldgicos longitudinais, com 22 um de espessura, foram mantidos em
laminas e submetidos as seguintes etapas:

a) Trés lavagens de 10 minutos cada, em PB;

b) Incubacdo “overnight” a temperatura ambiente, em solucdo incubadora
contendo PB-T (0,3% de Triton X-100), 5% de soro normal de cabra e anticorpo
monoclonal primario especifico diluido a 1:1000. Os anticorpos primarios utilizados e
0S respectivos anticorpos secundarios estéo especificados na tabela 2.

c) Trés lavagens de 10 minutos cada com PB,;

d) Incubacdo durante duas horas a temperatura ambiente, com anticorpo
secundario biotinilado, diluido a 1:200 em PB contendo 0,3% de Triton X-100;

e) Trés lavagens de 10 minutos em PB;

f) Incubacdo com um complexo avidina-biotina-peroxidase preparado com 10 pL
da solugéo A e 10 pL da solucdo B por mL de PB contendo 0,3% de Triton X-100 e
NacCl (0,3M - 0,5M) durante 1 hora e meia a temperatura ambiente;

g) Trés lavagens com PB durante 10 minutos cada.

A marcacdo com peroxidase foi realizada utilizando o cromégeno 3,3"-
diaminobenzidina (DAB) dissolvido em PB durante 3 minutos, e em seguida foi
adicionada uma solucao de 0,3% de perdxido de hidrogénio em agua destilada. Apos
o desenvolvimento da cor, foram feitas trés lavagens com PB de 10 minutos cada. As
laminas foram deixadas por aproximadamente 24 horas em uma placa de
aguecimento a 37 °C. Em seguida, foram deixadas por 5 minutos em agua destilada

e mergulhadas em uma solucdo de 0,05% de tetroxido de GOsmio por
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aproximadamente 15 segundos para intensificacdo da marcacdo. Logo apods, as
laminas foram submetidas a 3 lavagens de 10 minutos cada em PB e submetidas a
uma bateria de desidratacdo, que consiste em uma seérie crescente de alcoois e por
um solvente clareador com duracdo de 5 minutos para cada estagio. As laminas
foram entdo cobertas com laminulas usando Permount como meio de montagem e

analisadas em microscopio éptico acoplado a um sistema de analise de imagens.

Tabela 2 - Anticorpos primarios especificos utilizados para a realizagdo da técnica de imuno-
histoquimica e seus respectivos anticorpos secundarios

_ o Anticorpo
Anticorpo Primario .
secundario

a-rabbit goat biotin

rabbit - anti-sinaptofisina

mouse - anti-neurofilamento (PAN) 3 a- mouse goat biotin

mouse - anti- nNOS 3 a- mouse goat biotin
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Resultados

4.1 Injecéo intracerebral da toxina TX2-6

Os animais do grupo que recebeu injecdo de salina estéril ndo apresentaram
sintomas visiveis. Os sintomas obtidos nos animais injetados com diferentes doses
de toxina TX2-6 encontram-se expostos na Tabela 3.

As canulas foram implantadas no local correto. A figura 4 mostra o nucleo

paraventricular do hipotalamo corado em azul.

Figura 4. Corte coronal de cérebro de camundongo mostrando o local de implantacédo da canula guia
inserida através de cirurgia estereotaxica. E possivel observar o nacleo paraventricular do
hipotalamo corado em azul, indicando que as coordenadas estereotaxicas utilizadas estao
corretas.
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Tabela 3 — Resposta comportamental individual de camundongos injetados com diferentes
doses da toxina TX2-6 diretamente no ndcleo paraventricular do hipotalamo através
de canulas guia.

Dose (ug) Animal Rotacéo Rotacao Salivacédo Convulséo Erecéo Morte
Ipsi- Contra-
lateral lateral
1 X X X X
2 X X X
1,5 3
4
5 X X X
6 X X X

1 X X X
2 X X X
3

0,006 4 X X X X
5 X X
6 X X

4.2 Microscopia de fluorescéncia

Os cortes incubados sem fluoréforo ndo mostraram marcagdo, conforme

apresentado na figura 5, diferente dos que foram incubados com DAF-FM diacetato
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7

10 uM, por 1 hora, o que mostra que a fluorescéncia observada €& realmente

causada pelo fluoréforo, ndo sendo auto-fluorescéncia do tecido.

Figura 5: Imagem de fluorescéncia de cortes longitudinais de pénis incubados por lhora em
geladeira com fluor6foro sensivel a NO (DAF-FM) concentracdo 10uM (esquerda) e sem

fluoréforo (direita) observados em microscépio confocal. X 400

Os resultados obtidos através da microscopia de fluorescéncia utilizando as
drogas de interesse estdo expostos na tabela 4. Os tecidos submetidos a toxina
tiveram um aumento médio de 7%. Enquanto o controle, que ndo foi exposto a
nenhuma droga, teve um aumento de 14%. O L- NAME (inibidor da sintese de Oxido
nitrico), apos 30 minutos de sua adicdo, diminuiu levemente a florescéncia, mas no
decorrer dos 60 minutos houve um aumento de 8%. O NPS (doador de Oxido
nitrico), nas duas concentracdes testadas (100 pM e 300 puM) apresentou um
aumento proximo ao obtido nos controles, 13%. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre os diferentes tratamentos.
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Tabela 4 - Média da fluorescéncia obtida através do fluoréforo sensivel a NO, DAF-FM diacetato, em
tecido cavernoso de camundongo no tempo 0 (imediatamente apds a adicdo das drogas)
e 60 minutos ap6s a adicdo das drogas e célculo de AF/F.

O min 60 min AF

F
Controle 100 114,3847 0,143847
Toxina 10nM 100 107,1859 0,071859
L-NAME 100 puM 100 108,0968 0,080968
NPS 100 uM 100 113,8344 0,138344
NPS 300 pM 100 113,3546 0,133546

Nas figura 6 e 7, podemos observar comparativamente a evolucdo da
fluorescéncia nos tecidos submetidos ao Ringer KBR (controle) e a toxina TX2-6 no
tempo 0 (imediatamente apos a adicdo) e em imagem capturada 60 minutos apds a

adicao da droga (ou do Ringer).

Na figura 8, podemos observar comparativamente a evolucdo da
fluorescéncia nos tecidos submetidos a toxina e as drogas utilizadas como controles
no tempo 0 (imediatamente apos a adicdo das drogas) e em imagens capturadas em

intervalos de 15 minutos, durante 60 minutos apods a adicdo das drogas.

Figura 6: Imagem tridimensional de fluorescéncia e a respectiva colorizacdo representativa da
intensidade de fluorescéncia de corte longitudinal de pénis capturada no tempo 0, logo apés
a adicdo do Ringer KBR (esquerda) e 60 minutos apds a adicao (direita). Os quatro pontos
marcados foram os escolhidos para que a fluorescéncia fosse medida. X 200
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Figura 7: Imagem tridimensional de fluorescéncia e a respectiva colorizacdo representativa da
intensidade de fluorescéncia de corte longitudinal de pénis capturada no tempo 0, logo apés
a adicdo da toxina Tx2-6 (esquerda) e 60 minutos apds a adicdo de toxina (direita). Os
guatro pontos marcados foram os escolhidos para que a fluorescéncia fosse medida. X 200

120+
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—— Tx 2-6
1107 —— L-NAME
1054 —— NPS 100 uM
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o
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0 15 30 45 60
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Figura 8: Comparacéo da liberagdo de 6xido nitrico por tecido cavernoso de camundongos através da
fluorescéncia obtida através de tratamento com fluoréforo sensivel a NO, DAF-FM diacetato,
durante o periodo de 60 minutos apds a adi¢do das drogas. A cada 15 minutos foi realizada
uma medicdo na intensidade de fluorescéncia. Os resultados estdo expressos como média
+ EPM. N&o foi detectada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.
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4.3 Coloracado com azul de Toluidina

A coloracdo com azul de toluidina foi realizada com o intuito de identificar as

células do tecido cavernoso de camundongos que ficaram marcadas com

fluorescéncia durante o uso do fluoroforo sensivel a NO, DAF-FM diacetato.

Foram observadas células arredondadas, medindo entre 7 e 12 um, com

coloracdo arroxeada e apresentando inumeros granulos citoplasmaticos. Estas

células possuem a mesma localizacéo, formato e tamanho que as células marcadas

com fluorescéncia no experimento anterior (Figura 9).
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Figura 9: Coloracdo de tecido cavernoso de camundongos com azul de toluidina. As setas indicam
células com granulos citoplasméaticos medindo entre 10 um e 15 um, e que se co-localizam

com as células que apresentam marcacéo fluorescente com o uso do DAF-FM. X400.
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4.4 Dosagem de nitritos através do método de Griess

A curva-padréo, obtida através de diferentes concentracdes de NaNO; (0 uM, 5
puM, 15 uM, 30 uM e 60 puM) que foi utilizada para calcular as concentracdes de

nitritos das amostras, encontra-se exposta na figura 10.

y=0,0051x+ 0,0434

0,35

R?=0,9992 /
0,3

0,25

0,2 /
0,15

0,1 /
0,05 /

Figura 10: Curva-padrdo obtida através de concentrag@es conhecidas de nitrito (0 uM, 5 uM, 15
MM, 30 uM e 60 UM) em relacdo as densidades O6pticas das amostras em
comprimento de onda de 550 nm.

No controle positivo, com NPS, os resultados mostraram resposta dose-
dependente, ou seja, quanto maior a concentracdo de NPS utilizada, maior a
concentracdo de nitrito detectada na amostra. O controle negativo, com L-NAME
obteve uma diminuicdo na concentracdo de nitritos com relagédo ao controle, o KRB
e a toxina TX2-6. A figura 11 mostra as concentracdes de nitrito contidas em cada

ensaio.
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Figura 11: Concentracdo de nitrito, expressa em pMoles/mg de proteina, obtida através do método
de Griess nas amostras incubadas com diferentes concentracées de L-NAME, NPS, toxina
TX2-6 e controle sem nenhuma droga. Os resultados estdo expressos como média +
EPM. (*) diferenca significativa em relacdo ao controle; p < 0,05.

4. 5 Determinacdo da dose minima efetiva da toxina  TX2-6

Todas as doses de toxina TX2-6 utilizadas foram capazes de causar erecéo,
cerca de 40 minutos ap0s a injecdo. Porém as doses de 1 pug/Kg e 3 pg/Kg, muitas
vezes, levam 0s animais a morte antes de atingirem este sintoma. A dose de 0,3
Hg/Kg ndo chega a matar os animais, mas a ocorréncia de erecdo € de 63%,
enquanto com a dose de 0,6 pug/Kg a ocorréncia de ere¢cédo chega a 85% e os
animais levam cerca de duas horas para chegar ao 6bito. A figura 12 demonstra a

porcentagem de ocorréncia desses sintomas em cada dose da toxina utilizada.
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Figura 12: Acdo de diferentes doses da toxina TX2-6 injetada intraperitonealmente em camundongos
Swiss e a porcentagem de ocorréncia de erecéo, hipersalivacdo e morte nesses animais.

4. 6 Cirurgia de excisdo do nervo cavernoso

Nenhuma das fémeas que ficaram nas mesmas caixas com camundongos

denervados emprenharam. No grupo Sham-operado quatro de cinco camundongos

emprenharam as fémeas.

4.7 Agao da toxina nos animais denervados e Sham-o

perados

A erecao causada pela toxina TX2-6 em cada grupo esta descrita em detalhes

abaixo. A figura 13 mostra a erecao completa causada pela toxina.
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Figura 13: Erecéo completa causada pela inje¢do da toxina TX2-6 (0,6 pg/Kg) em camundongos.

Injecdo da toxina TX2-6 15 dias apds a cirurgia

Nenhum animal injetado com salina teve erecdo. A classificacdo da erecéo
obtida nos animais denervados e sham-operados com a injegéo intraperitoneal da
toxina TX2-6 15 dias apds a cirurgia esta exposta na tabela 5. Alguns animais
também apresentaram atenuadamente outros sintomas classicos da intoxicacdo
com a toxina TX2-6, como salivacdo e piloerecdo. Os animais denervados que
tiveram erecdo foram dissecados e néo foi observada a reconstituicdo dos nervos.
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Tabela 5 - Classificagdo da erecdo obtida em animais denervados (esquerda) e sham-operados
(direita) com a injecdo da toxina TX2-6 15 dias apés a cirurgia

Denervados Sham-operados
Animal 1 Sem erecao Sem erec¢ao
Animal 2 ++++ ++++
Animal 3 ++++ +++
Animal 4 ++ Sem erecgao
Animal 5 ++++ Sem erecgao

Injecdo da toxina TX2-6 1 més apds a cirurgia

Nenhum animal injetado com salina teve erecdo. A classificacdo da erecéo
obtida nos animais denervados e sham-operados com a inje¢cao intraperitoneal da
toxina TX2-6 1 més apoOs a cirurgia esta exposta na tabela 6. Alguns animais
também apresentaram atenuadamente outros sintomas classicos da intoxicacao
com a toxina TX2-6, como salivagdo e pilo-erecdo. Os animais denervados que
tiveram erecdo foram dissecados e néo foi observada a reconstituicdo dos nervos.

Tabela 6 - Classificacdo da erecdo obtida em animais denervados (esquerda) e sham-operados
(direita) com a injecdo da toxina TX2-6 1 més apés a cirurgia.

Denervados Sham-operados
Animal 1 +++ +++
Animal 2 +++ +++
Animal 3 -+t ++4++
Animal 4 Sem erecao Sem erecao
Animal 5 Sem erecao Sem erecao
Animal 6 Sem erecao
Animal 7 Sem erec¢ao

Injecdo da toxina TX2-6 2 meses apos a cirurgia

Nenhum animal injetado com salina teve erecdo. A classificagdo da erecéo
obtida nos animais denervados e sham-operados com a injecao intraperitoneal da
toxina TX2-6 2 meses apoOs a cirurgia estd exposta na tabela 7. Alguns animais

também apresentaram atenuadamente outros sintomas classicos da intoxicagdo
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com a toxina TX2-6, como salivacdo e pilo-erecdo, Os animais denervados que

tiveram erecdo foram dissecados e néo foi observada a reconstituicdo dos nervos.

Tabela 7 - Classificacdo da erecéo obtida em animais denervados (esquerda) e sham-operados
(direita) com a injecdo da toxina TX2-6 2 meses apés a cirurgia.

Denervados Sham-operados
Animal 1 +++ ++++
Animal 2 +++ ++++
Animal 3 +++ ++++
Animal 4 +++ ++++
Animal 5 +++ ++++
Animal 6 +++ +++
Animal 7 +++ Sem erecao

4.8 Coloracao dos pénis dos animais denervados e sh  am-operados com

Tricrébmico de Masson dois meses apos a cirurgia

Pela analise microscopica de laminas de cortes de pénis corados pelo método
Tricromico de Masson, foi possivel observar que no grupo denervado houve maior
deposicao de colageno (corado em azul) do que no grupo sham operado, conforme

apresentado na figura 14.
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Figura 14: Coloracdo com Tricrdmico de Masson evidenciando colageno (em azul) em cortes de
pénis denervados (esquerda) e sham-operados (direita). X 100

4. 9 Imuno-histoquimica

Os animais do grupo sham-operado (Figura 15) apresentaram marcacao para
neurofilamentos mais intensa que os animais denervados (Figura 16) na regido onde

se localizam os nervos.
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Figura 15: Imuno-histoquimica para neurofilamentos em pénis de camundongos sham-operados.
x100 (esquerda). A direita uma ampliagdo da regido do nervo (x400). As setas
indicam a regiéo dos nervos.

.y

Figura 16: Imuno Imuno-histoguimica para neurofilamentos em pénis de camundongos denervados.
x100 (esquerda). A direita uma ampliacdo da regido do nervo (x400). As setas indicam a
regido dos nervos.

Os animais do grupo sham-operado também apresentaram maior reatividade
para a proteina sinaptofisina (Figura 17). Embora os denervados também tenham

apresentado alguma marcacéo, esta foi rara (Figura 18).
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Figura 17: Imuno-histoquimica para sinaptofisina em pénis de camundongos sham-operados. X400.
As setas indicam regies no corpo cavernoso que apresentaram maior reatividade para o
anticorpo utilizado.

4‘-1 ':'}‘
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Figura 18: Imuno-histoquimica para sinaptofisina em pénis de camundongos denervados. X400. As
setas indicam regifes no corpo cavernoso que apresentaram maior reatividade para o
anticorpo utilizado.

Né&o foi possivel observar imuno-reatividade diferencial para a nNOS em
nenhum dos dois grupos (Figura 19).
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Figura 19: Imuno-histoquimica para nNOS em pénis de camundongos sham-operados (esquerda) e
denervados (direita). X100.
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Observacgdes da ativacéo do fator de transcricao fos no nacleo paraventricular
do hipotalamo, conforme citado na introdugéo, poderiam demonstrar o papel dessa
estrutura na ereg¢do peniana induzida pela toxina Tx2-6. Porém, os resultados
obtidos ndo comprovam o envolvimento direto deste nidcleo com o priapismo
observado, ja que ndo houve erecdo em nenhum animal injetado intracerebralmente
com a toxina. Outros autores (9) descreveram os efeitos da administracdo intra-
cerebro-ventricular da toxina e nunca observaram/reportaram priapismo, reforgcando

nossa observacao.

A ativacéo do fator de transcricdo fos em areas cerebrais, como descrito em
nosso estudo preliminar, ndo necessariamente se relaciona de forma causal com a
erecdo peniana observada. Embora muitas evidéncias sugiram o envolvimento do
nacleo paraventricular do hipotdlamo na funcdo erétil, segundo Ferguson e
colaboradores (45), o mesmo esta clara e consistentemente envolvido no estresse.
O quadro de intoxicacdo causado pela Tx2-6 € severo e leva a morte, de tal forma
que se constitui em poderoso estresse. De maneira geral o quadro comportamental
sugere que a ativacdo de fos observada poder refletir efeitos relacionados a

convulséo e estresse da intoxicagao por Tx2-6.

A anadlise da liberacdo de Oxido nitrico por tecido cavernoso através de
fluorescéncia ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os diversos
tratamentos aplicados. Os resultados colocaram em davida a metodologia utilizada
guanto ao modo de preparo do tecido e quanto a sensibilidade do método para esse
tipo de medicdo. Nunes e colaboradores (2008) (7) observaram a liberacdo de NO
causada pela toxina TX2-6 em tecido cavernoso de ratos através de microscopia de
fluorescéncia com o mesmo fluoréforo utilizado neste trabalho. Estes autores néo
utilizaram o mesmo corte de tecido para comparar a fluorescéncia antes e depois da
toxina, o que torna muito dificil comparar os controles com os tratados, uma vez que
cada corte de tecido tem uma fluorescéncia inicial diferente do outro, mesmo quando
incubados durante o0 mesmo tempo, com a mesma droga € na mesma concentracao.
Em nossos experimentos recorremos ao método de Griess para dosagem indireta de

oxido nitrico através da quantificagdo dos niveis de nitrito, um processo mais
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confiavel de quantificacdo, e observamos que a Tx2-6 ndo causou aumento dos
nitritos totais sugerindo que a toxina ndo ativa a NOS diretamente. O Nitroprussiato
de sodio € um doador de NO com mecanismo de liberacdo pouco conhecido. Esse
mecanismo € tado rapido que é usado em hospitais para proporcionar uma rapida
reducdo da presséo arterial em crise hipertensiva (46). O L-NAME é um anéalogo da
L-arginina e inibe a producdo de NO através de substituicdo do seu substrato (47).
Estas duas drogas foram usadas como controles positivo e negativo,
respectivamente, no teste de Griess. Os resultados obtidos com elas estdo dentro do
esperado, uma vez que o NPS causou aumento na dosagem de nitritos e o L-NAME
causou diminuicdo. A diminuicdo obtida com o L-NAME, mesmo que na maior
concentracédo utilizada tenha bloqueado totalmente a produgdo de nitritos, n&o
chegou a ser significativa estatisticamente com relacdo ao controle, provavelmente
porque a producdo de nitritos no controle ja € baixa. As isoformas constitutivas da
NOS (eNOS e nNOS) sao dependentes de célcio para o seu funcionamento (36),
portanto esperava-se que ao adicionar a calcimicina, um ionéforo de calcio, no
tecido, a producdo de NO iria aumentar, o0 que ndo ocorreu. A toxina TX2-6 nao
causou aumento na concentracdo de nitritos em nenhuma dose utilizada, o que
demonstra que ela ndo deve agir diretamente no tecido cavernoso causando a

liberacé@o de oxido nitrico.

A coloracdo com azul de toluidina, utilizada para identificacdo de mastocitos
devido ao fato de evidenciar os granulos citoplasmaticos identificou as células
marcadas com fluorescéncia nos tecidos submetidos ao DAF-FM diacetato como
esse tipo celular devido ao seu formato, tamanho, distribuicdo e presenca de

granulos citoplasmaticos.

Nos experimentos de denervacdo, considerando que as fémeas que ficaram
em caixas com animais denervados ndo emprenharam, concluiu-se que a técnica
utilizada na cirurgia de denervacédo foi bem sucedida. Foi escolhida a dose de 0,6
Hg/Kg para se trabalhar, pois essa dose tem uma freqiéncia alta de erecéo (cerca
de 85%) e mesmo que a maioria dos animais cheguem a morrer com essa dose, a

morte leva cerca de 2 horas para ocorrer, 0 que nos da tempo suficiente para avaliar
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a ocorréncia e a intensidade da erecéo obtida. Essa dose de toxina € relativamente
baixa e, algumas vezes ndo causa 0s sinais classicos de intoxicacdo quando
injetada em animais sadios. Isso explica porque alguns animais tanto sham-
operados como denervados ndo apresentaram erecao, assim como outros sintomas
classicos da intoxicacdo. Também foi possivel observar que nos dois grupos (sham-
operados e denervados) nos animais que foram injetados com a toxina 15 dias e 1
més apods a cirurgia a ocorréncia de erec¢do foi menor. Isso pode ser atribuido ao
tempo pos-cirurgico, que pode nédo ter sido suficiente para recuperacéo total dos
animais. A andlise de comparacédo de proporcdo nao detectou diferenca estatistica
na ocorréncia de ere¢do entre os dois grupos (sham-operados e denervados) em

nenhum dos tempos pés-cirdrgicos utilizados.

Alguns animais denervados do grupo que recebeu injecéo intraperitoneal da
toxina TX2-6 apds 15 dias de cirurgia obtiveram uma erecdo completa com
exposicao total. J& nos grupos injetados apds 1 e 2 meses da operacédo foi possivel
observar apenas erecdo, mas sem exposi¢ao total do pénis. Em todos os grupos

houve a presenca de animais sham com erecdo completa e exposicéo total.

A denervagédo peniana leva a uma degeneragao progressiva e fibrose do
muasculo liso cavernoso. Uma possivel explicacdo para isso é que 0S nervos
cavernosos podem estar envolvidos na producdo de algum fator tréfico para as
células do pénis (48). Outro mecanismo possivel seria uma mudanca no fluxo
sanguineo do pénis como consequéncia da denervacdo. Um evento isquémico pode
levar a morte celular com subsequente perda de tecido peniano, em um processo de
fibrose (48). O fato dos animais denervados terem conseguido ter erecdo, mas sem
exposicao total, nos levou a crer que a toxina é capaz de causar erecao em animais
denervados e que o pénis sO tem dificuldade para se expor devido a fibrose
decorrente da denervacdo. Recorremos entdo a coloracdo com Tricrbmico de
Masson para avaliar a ocorréncia de fibrose. Esta coloracdo mostra os nucleos em
preto, fibras musculares lisas, citoplasma, queratina e fibras intracelulares em
vermelho e colageno em azul. Os resultados comprovaram a presenca da fibrose

nos animais denervados, pois todos o0s animais denervados apresentaram mais
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fibras colagenas do que os sham—operados. Alternativamente, seria possivel que a
denervacao tenha deixado ainda terminagfes ativas onde a toxina pudesse agir.
Embora isto tenha sido observado na imunohistoquimica para sinaptofisina,
acreditamos que o numero muito baixo de terminacdoes remanescentes nédo teria

papel funcional.

Os resultados obtidos com anticorpo anti-sinaptofisina, uma proteina presente
nas vesiculas pré-sinapticas (49), mostraram uma imuno-reatividade muito maior nos
animais sham-operados do que nos denervados. O anticorpo anti-neurofilamentos,
normalmente usado para estudo da morfologia e conexdes entre neurdnios (50)
também mostrou maior reatividade nos animais sham-operados. Porém o0s animais
denervados que ficaram em caixas juntos com as fémeas ndo foram capazes de
procriar, portanto, mesmo que eles tenham algumas terminacfes nervosas ativas,
parece que as mesmas, sem o auxilio da toxina, ndo sdo capazes de causar erecao.
Homens que sofrem prostectomia, com lesdo bilateral dos nervos cavernosos
eventualmente também poderiam manter algumas terminacdes nervosas ativas,
uma vez que eles sofrem dano no mesmo nervo lesado na nossa cirurgia de

denervagao.

A imuno-histoquimica para nNOS aparentemente ndo mostrou reatividade em
nenhum dos dois grupos. Burnett e colaboradores (51) demonstraram, em pénis de
rato, diferenca na marcagdo com anticorpo anti-NOS em animais denervados e
animais controles. Portanto a imuno-histoquimica para nNOS devera ser refeita e

ainda devera ser feita imuno-histoquimica para eNOS.
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Os resultados apresentados neste estudo demonstram que:
O nucleo paraventricular do hipotalamo nao esta envolvido na erecao
causada pela toxina TX2-6, como se acreditava anteriormente, uma vez que nenhum

animal que teve a toxina TX2-6 injetada neste nucleo teve erecéo.

* A toxina TX2-6 ndo induz a liberagdo de Oxido nitrico em tecido cavernoso

de camundongos.

« A toxina TX2-6 é capaz de causar erecdo peniana em animais cujos

cavernosos foram denervados.
* A denervacao peniana causa fibrose do penis o0 que acarreta impedimento
para a distencdo completa do tecido cavernoso, permitindo a observacao de erecao

apenas parcial apos a injecao da toxina TX2-6.

* Na&o se observou imunoreatividade para nNOS no penis normal, resultado a

ser confirmado.

* A denervacao peniana causou perda da imunoreatividade a sinaptofisina.
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