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RESUMO

ACAO SOBRE A VIA NITRERGICA, E SOBRE OS CANAIS DE CLORETO E DE POTASSIO ATP
DEPENDENTES, COMO MECANISMO DE ACAO ADICIONAL DA IOIMBINA NO RELAXAMENTO
DO MUSCULO LISO DO CORPO CAVERNOSO DE HUMANOS: ESTUDO IN VITRO.



Fernando César Muniz Freitas
Orientador: Lucio Flavio Gonzaga Silva

Introducéo: Cerca de 52% dos homens na faixa etaria entre 40 e 70 anos sofrem de disfungéo erétil
(DE). A ioimbina (IOl), um inibidor adrenérgico a,, vem sendo usada no tratamento da DE ha
décadas, e ainda tem as suas indicagdes, porém seu mecanismo de agao ainda permanece obscuro.
A maior parte dos estudos com IOl foi realizada em corpos cavernosos e aorta de ratos e coelhos,
devido a dificuldade de se obter tecido humano. O objetivo deste estudo é definir o mecanismo de
acao nao-adrenérgico ndo-colinégico da I0Il, avaliando a via nitrérgica e a via dos canais ibnicos no
musculo liso de corpo cavernoso humano.

Métodos: Os corpos cavernosos foram retirados de 13 doadores cadaveres masculinos (idade 18-53
anos), durante cirurgia pra retirada de 6rgaos para transplante, seguindo os protocolos de doagéo de
tecidos. As tiras de musculo cavernoso humano foram montadas verticalmente em paralelo, em
banho de registro isométrico em solugdo de KHS (pH 7,4, a 37°C), constantemente aerada (02-95%
e CO2-5%). Foram realizadas curvas dose-resposta com [0l (107> =10 M) em tiras de corpos
cavernosos de humanos pré-contraidas com fenilefrina (10 uM) e com solugéo despolarizante rica em
potassio (60 mM de K*), em associagdo com inibidores da via nitrérgica e da via de canais idnicos
(Na*, K" e CI"), para estudo das vias NANC.

Resultados: A |0l obteve relaxamento importante das tiras de corpo cavernoso humano in vitro na
dose 10 M. Apds pré-contragdo com fenilefrina (10 uM), as tiras submetidas & 10l nesta dose,
relaxaram 95,8%, e quando a pré-contragéo foi realizada com solugéo despolarizante rica em K* (60
mM de K*), Ca™ (2 mM), contendo 10 uM guanetidina (simpatolitico quimico) e 10 uM fentolamina
(bloqueador a-adrenérgico), o relaxamento foi de 69,5% (p<0,05). A 101 (10™*M), apds pré-contragéo
com fenilefrina (10 uM), e na presenga de 7-NI (10uM) e do L-NAME (100uM) (bloqueadores das
enzimas oxido nitrico sintetases constitutivas (nNOS e eNOS, respectivamente)) e do ODQ (inibidor
da enzima guanilato ciclase soldvel - 10uM) proporcionou relaxamento do musculo cavernoso
humano de 57,4%; 55,5%; 62,99%; respectivamente (p<0,05). Em associagdo com TTX
(Tetrodotoxina - bloqueador do canal de sédio neuronal - 100uM), TEA (tetraetilamonio - bloqueador
de canais de potassio voltagem-dependentes ativados por calcio - 100uM), e com apamina +
charybdotoxina (inibidores dos canais de potassio ativados por calcio de baixa, média e alta
condutancia - 0,17uM + 1uM), obteu-se relaxamento de 56,4%; 100%; 100% respectivamente
(p>0,05). Ja com a glibenclamida (inibidor dos canais de Karp € de CI' - 10uM), proporcionou
relaxamento de 71,1% (p<0,05).

Concluséo: Os resultados dos estudos farmacolégicos sugerem que a IOl relaxa o corpo cavernoso
de humano por mecanismo outro que ndo o seu bloqueio adrenérgico, possivelmente ativando a via
nitrérgica, e via canais de Katp e de CL™ (NO — GUANILATO CICLASE — GMPc — canais de Karp € de
cloreto). A 101 ndo age via canais de Na*, e nem atua via canais de potassio voltagem-dependentes
ativados por célcio, como também ndo age nos canais de potassio ativados por célcio de baixa,
média e alta condutancia.

Palavras-chave: ioimbina, corpo cavernoso, disfungéo erétil, canais de K.

ABSTRACT

IOIMBINA ACTING ON NITRERGIC WAY, AND ON ATP-SENSITIVE K* CHANNEL AND
CHLORIDE CHANNEL, AS ADDITIONAL YOHIMBINE'S MECHANISM OF ACTION UPON
RELAXATION OF THE HUMAN CORPUS CAVERNOSUM SMOOTH MUSCLE: IN VITRO STUDY.



Fernando César Muniz Freitas
Advisor: Lucio Flavio Gonzaga Silva

Introduction: About 52% of men aged between 40 and 70 years old suffer with erectile dysfunction
(ED). Yohimbine (YOH), an a,-adrenergic blocker, has been used for ED treatment for several
decades, and it still has its indications. However its mechanism of action still remains obscure. Most of
the studies with YOH were made with corpus cavernosum and aorta of rats and rabbits, due to the
difficulty of getting human tissue. The aim of this study is to define the non-cholinergic non-adrenergic
mechanism of action of the YOH, evaluating the nitrergic pathway and the role of the ionic channels in
the human cavernosum smooth muscle.

Methods: The corpus cavernosum were removed from 13 male cadavers donors (18-53 years old),
during surgery for removing of organs for transplant, following the national protocols for organs
donation. The strips of human cavernosum muscle were vertically settled in parallel, in isometric
register bath in KHS solution (pH 7,4, at 37°C), constantly gassed with (0,-95% and CO,-5%). Curves
dose-reply were performed with 10l (10'12 -10* M) in strips of human corpus cavernosum beings pre-
contracted with phenilefrine (10 pM) and with rich depolarizing solution in potassium (60 mM of K*), in
association with nitrergic and ionic channels inhibitors (Na*, K™ and CI"), for study of NANC ways.
Results: The YOH provided an important relaxation for the strips of in vitro human corpus cavernosum
under the dose of 10 M. After pre-contraction with phenilefrine (10 uM), the strips submitted to the
YOH in this dose, got relaxed 95.8%, and when the pre-contraction was made with rich depolarizing
K" solution (60 mM of K*), Ca™ (2 mM), containing 10 uM guanethidine (chemical simpatolitic) e 10uM
phentolamine (a-adrenergic blocker), the relaxation was of 69,5% (p<0,05). The YOH (10'4M), after
pre-contraction with fenilefrina (10 uM), under the presence of 7-NI (10 uM) and of L-NAME (100 uM)
(nitric oxide synthases inhibitors (hnNOS and eNOS, respectively)), and of the ODQ (soluble guanylate
cyclase enzyme inhibitor — 10 uM) provided relaxation of the human cavernosum muscle of 57,4%;
55.5%; 62.99%; respectively (p<0,05). In association with TTX (Tetrodotoxina - neuronal sodium
channel inhibitor — 100 uM), TEA (tetraetilamonio - potassium channels voltage-dependents activated
by calcium blocker — 100 uM), and with apamina + charybdotoxina (potassium channels activated by
calcium blocker of low and high conductance - 0,1 uM + 1 uM), we got a relaxation of 56,4%; 100%;
100% respectively (p>0,05). With the glibenclamida (Karp and CI” channels blocker — 10 uM), we got a
71,1% relaxation (p<0,05).

Conclusion: The pharmacologic studies results suggest that the YOH relaxes the human corpus
cavernosum by another mechanism different of his adrenergic blockade, possibly activating the
nitrergic pathway, and through CI" and Kare channels (NO - GUANILATO CICLASE - GMPc - chloride
and Karp channels). The YOH doesn’t act through Na* channels, and doesn’t act through potassium
channels voltage-dependents activated by calcium, as well as it doesn't act in the K* channels
activated by calcium of low and high conductance.

Keywords: yohimbine, corpus cavernosum, erectile dysfunction, K* channels.



INTRODUGCAO

Anatomia e Fisiologia da ere¢ao Peniana

O pénis é formado por trés corpos, dois dorsais chamados de corpos
cavernosos, € um menor, localizado ventralmente, chamado corpo esponjoso. O
corpo esponjoso envolve a uretra e origina a glande (Andersson, 1995).

Os corpos cavernosos sao constituidos por varios sinuséides interligados e
divididos por trabéculas de musculo liso, e envolvidos pela tunica albuginea. A
estrutura do corpo esponjoso e da glande é similar, exceto por seus sinusoides
serem mais largos, e por suas tunicas serem mais delgadas, sendo virtualmente
ausente na glande (Lue, 2000). Devido a fragilidade desta tunica, a pressdo no
corpo esponjoso e na glande, é de apenas um tergo da pressao observada nos
corpos cavernosos (Dean, 2005).

A tunica albuginea, que reveste os dois corpos cavernosos, € uma dupla
camada fibrosa e resistente, que forma um septo entre ambos. Porém, este septo
no homem, permite que os dois se comuniquem e funcionem sincronicamente.
Tanto os corpos cavernosos como O COrpo esponjoso sao envolvidos por uma

outra camada de tecido fibroso, chamada de Fascia de Buck (fig 1)(Melman 1999).

Fig 1. Secc¢do transversal do pénis. Em detalhe os corpos cavernosos com as artérias Cavernosas no
centro e sinusdides, tudo envolto pela tdnica albuginea. Tudo contido pela fascia de Buck,
juntamente com o corpo esponjoso (Glina, 2002).
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A irrigacdo peniana se faz através da artéria pudenda interna, ramo da
hipogastrica, que da um ramo perineal, e a partir dai se transforma na artéria
peniana. Seus ramos formam a artéria bulbar, a uretral ou esponjosa e a
cavernosa. O ramo cavernoso se divide em outros ramos, como as artérias
helicinais, que irrigam as trabeculagdes e sinusoides dos corpos cavernosos,
tendo por isso um grande papel no mecanismo eretogénico (Melman 1999).

A drenagem cavernosa caminha para um plexo retropubico e de |4 para a

veia pudenda interna e hipogastrica (fig 2) (Pagani 2002).

Vieia cava ThiehsE Vasos iliacos comuns

Vasos iliacos externos (seccionados)
Vasos iliacos internos

Aorta - parte abdominal p

Veia dorsal )
superficial do pénis » )
Artéria pudenda interna

Veia dorsal
profunda

e artéria
dorsal do pénis

Ducto deferente e sua artéria

Ramos prostdticos da
artéria vesical inferior

Artéria perineal

(de Buck) = i e Artéria pudenda interna (peniana)
5 Y no diafragma urogenital

Plexo venoso pré-vesical

Artéria (retroplbico)

testicular Artérias escrotais posteriores

Plexo venoso

pampiniforme Artéria do ducto deferente

Fig 2. Trama arterial e venosa do aparelho genital masculino. (Glina, 2002).

A inervacdo dos corpos cavernosos € feita a partir de fibras pré-
ganglionares parasimpaticas, originadas no nivel de S,4, que caminham pelos
nervos pélvicos para formar o plexo pélvico, onde se unem aos nervos simpaticos

do plexo hipogastrico superior originados dos segmentos T11—L,. (Lue, 2000).
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O nervo cavernoso, originado do plexo pélvico, pode ser facilmente
lesionado durante cirurgias radicais da bexiga e prostata, devido ao seu trajeto
periprostatico e perivesical, o que frequentemente ocasiona disfuncédo erétil
(Steers, 2000). O trajeto deste nervo deve ser bem conhecido pelo cirurgido, para
que se possa evitar este tipo de disfungédo erétil iatrogénica (Walsh, 1990). A
inervacdo somatica do pénis é proveniente do nervo pudendo, que possui fibras
aferentes sensoriais e motoras, sendo também, proveniente de S,4. Ele é
responsavel pelo sensoério peniano, transmitindo mensagens de dor, temperatura,

e tato ao talamo e cortex (Lue, 2000) (fig 3).

Medula oblonga . Formacao

(bulbo) \7j reticular
P

Cadeia
simpatica |

T11-L2

Plexo hipogastrico
superior

S2-S4 { Nervo hipogastrico

Plexo pélvico |

| Nervo
Cavernoso

MNervo |
pudendo |

Nervo dorsal
do pénis

Fig 3 - Inervagao peniana (Extraido de Glina 2002).

Outras fibras derivadas da inervagao colinérgica, das n&o-adrenérgicas
nao-colinérgicas (NANC) e das nitrérgicas, como também o peptideo intestinal
vasoativo (VIP) e o peptideo geneticamente relacionado a calcitonina (CGRP), sao
responsaveis pelo relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso (Anderson
1995).

O tecido erétil peniano, formado pela musculatura lisa cavernosa e pelos

musculos lisos da parede arteriolar e arterial, possui um papel importante no
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processo da erecao. No estado flacido, estes musculos lisos mantém uma
tonicidade de contracdo que permitem apenas um pouco de fluxo arterial para
finalidades nutritivas (Sattar, 1995).

O estimulo sexual ocasiona liberagdo de neurotransmissores nas
terminacdes nervosas do nervo cavernoso. Com isto ocorre relaxamento dos
musculos lisos cavernosos.

Ocorre um aumento do fluxo sanguineo, pela dilatagdo dos vasos
arteriolares e arteriais, na fase diastdlica e na sistdlica. Este sangue que entra fica
retido pelos sinusdides em expansdo. Provoca, entdo, uma compressdo dos
plexos venulares subtunicais, que estdo localizados entre a tunica albuginea e os
sinusoides periféricos, diminuindo o retorno venoso (Fig 4).

A tunica albuginea sofre um estiramento até o limite de sua capacidade, o
que causa oclusdo das veias emissarias, diminuindo ainda mais o retorno venoso.

Ha um aumento da PO, (em torno de 90 mmHg) e da presséo
intracavernosa (ao redor de 100 mmHg), que levanta o pénis de sua posi¢ao no
estado flacido para o estado ereto (fase cheia da eregéo).

Ainda ocorre um aumento adicional dessa pressao (algumas centenas de
mmHg) com a contragdo dos musculos isquiocavernosos (fase rigida da erecao)
(Dean, 2005).

ERECTILE RESPONSE DETUMESCENCE

Return 1o normal
resting tone

{

hdinimal

Resting corporal smonth
muscle tone during flaccidiny

-

CONTRACTION

RELAXATION

Minimal - L -

- - . - acle ™ e 3

5 £\, 4 of corporal muscle of corporal muscle 5 a
=t =z E 8
= s =] £
ES £ = g
z g H 3
* yMaximal | = Maximal ¥=

Threshold of covporal muscle
relaxation required for crection |

Fig 4: Esquema do mecanismo vascular de relaxamento e contragao peniana (Maggi, 2000).
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O mecanismo celular que mantém o estado de flacidez peniana se inicia
com a noradrenalina, que age na ativagcdo do receptor a¢-adrenérgico, e este
ultimo ativa a fosfolipase C acoplada a ele, clivando os fosfolipideos de membrana
(fosfotidilinositol) em seus segundos mensageiros, o trifosfato de inositol (IP3) e o
diacilglicerol (DAG). O IP3; mobiliza calcio da mitocondria e do reticulo
endoplasmatico. O DAG, ativando a proteina cinase C (PKC), que modula canais
de ions e intercomunicagdes intercelulares, eleva o Ca™" intracelular (Christ 1995)
(Fig 5 e 6).

A Prostaglandin E B
catecholamines | NO
e adrencceptor anfagonisis | 1
2 ST
cell membrane |Rﬂ: ]'__' ] |RE‘I‘: cell membrane
|
PLA | AC ]
AMP
1P, | cAMP $
il
N\ \
F RN | II". EQMP - @
[Ca**| === SR \ \
Lo |
. . . GMP
corporal smooth muscle contraction | corporal i;“':'t’_"‘ muscle
(detumescence) relaxation
j | {erectile response)
phosphodiesterase inhibiiors
| ipapaverine, sildenafil)
i

Fig 5 : Mecanismo de contragao/relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso (Maggi,
2000).
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O Ca™" intracelular aumentado se liga a proteina calmodulina, alterando a
conformacao desta, e expondo seus locais de interagcdo com a cinase da miosina
de cadeia leve. O resultado € a fosforilagdo de subunidades do substrato e
consequente ativagcao dos miofilamentos de actina-miosina, provocando contragéao
do musculo liso (fig 6) (Lue 2000).

-<«—— Estimulacio

< = — Imibicdo

Contracio

Varios neurotransmissores e substancias vasoativas exercem papel
importante no relaxamento do musculo liso peniano, e consequentemente da
erecao peniana, ativando uma série de segundos mensageiros intracelulares,
como o NO, GMPc e AMPc, que atuam na fosforilagcdo de suas proteinas cinases
especificas, provocando abertura dos canais de potassio e fechamento dos canais
de calcio, e desta forma sequestrando calcio intracelular para o reticulo
endoplasmatico. Isso resulta na queda do calcio intracelular, e consequente
ruptura das pontes de actina-miosina, o que promove o relaxamento do musculo

liso cavernoso (Lue, 2000 — Fig 5 e 7).
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Fig 7: Mecanismo molecular do relaxamento muscular peniano (Lue 2000).
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Disfungao Erétil

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a dificuldade de ter ou manter uma
erecao peniana adequada para concluir o intercurso sexual (Koreman, 1995).

O termo disfuncdo erétil substituiu o termo impoténcia sexual desde o
consenso realizado na conferéncia de 1992 do National Institutes of Health (NIH,
1993), por ser um termo mais neutro e menos depreciativo.

O primeiro conselho internacional sobre disfungao erétil, ocorrido em julho
de 1999 (Paris — Franga), redefiniu como uma incapacidade persistente ou
recorrente de conseguir e manter uma erecao peniana suficiente para uma fungao
sexual satisfatéria, com um minimo de 3 meses de duragdo. Os casos de DE
consequentes a trauma ou iatrogénicos (cirurgia) ndo precisam cumprir este prazo
(Broderick, 2002).

A disfuncao erétil se tornou nos ultimos anos um importante problema de
saude publica em nosso pais, haja vista que cerca de 25 milhdes de brasileiros
sdo afligidos por esse problema (Moreira, 2001). O mesmo autor, em estudo
prospectivo sobre a incidéncia de DE em homens brasileiros, estimou que sao
esperados mais de um milhdo de casos novos por ano (Moreira 2003).

A sua prevaléncia gira em torno de 4 a 9% segundo estudos realizados em
comunidades (Spector, 1990), e aproximadamente 150 milhdes de homens em
todo o mundo ndo conseguem manter uma ere¢cdo adequada para ter um
desempenho sexual satisfatorio (Mc Kinlay, 2000).

O Massachusetts Male Aging Study (MMAS) pesquisou, entre 1987 e 1989,
sobre diversas variaveis relacionadas com a saude em 1290 homens entre 40 e
70 anos e observou que a DE era uma queixa muito comum, onde 52% dos
homens relataram algum grau de DE, sendo de grau leve em 17.1%, moderado
em 25.2%, e severo em 9.6%. DE completa foi relatada por 5% dos homens com
média de 40 anos de idade, e por 15% dos de 70 anos de idade. Entretanto, um
prevaléncia mais elevada de DE completa foi vista nos homens com doencas
concomitantes. (Feldman, 1994).

Outro estudo semelhante, entre 1995 e 1997, encontrou uma incidéncia de

25,9 casos de DE por 1000 homens-ano (Johannes, 2000).
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Uma pesquisa realizada na Holanda com 1771 homens e sua esposas,
observou que 34% de todos os homens com DE e 16% de suas esposas estavam
descontentes com sua vida sexual, e que 25% dos homens com DE sé
procuraram ajuda médica com pelo menos 13 meses de atraso em média
(Meuleman, 2001).

Apesar da DE nao ser uma doencga fatal, ndo deve ser considerada um
disturbio benigno, pois prejudica de forma importante a vida conjugal do paciente,
bem como sua auto-estima, comprometendo seu bem estar e sua qualidade de
vida (Krane, 1989).
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loimbina

Visto que esse tipo de disfungcdo afeta sobremaneira a qualidade de vida dos
homens acometidos, bem como o relacionamento de diversos casais, varios farmacos
estado sendo utilizados por diversas vias para o tratamento dessa doenga, entre eles a
ioimbina (IOl).

A 10l (17a-hidroxiioimban-16a-acidocarboxilico metilester) € um alcaléide
extraido da casca da arvore Pausinystalia yohimbe ou da raiz da Rauwolfia proveniente
da Africa Ocidental, e é utilizado no tratamento da DE ha mais de 70 anos [Filippi,
2002]. A IOl é um potente antagonista seletivo dos receptores adrenérgicos az (RA az) e
com fraca atividade antagonista a4 [Tam, 2001]. Sua molécula esta representada na fig
5.

Yohimbine

Fig. 8 — molécula da ioimbina [de Tejada, 1999]

Sabe-se que a IOIl, agindo como bloqueador de um subtipo de receptor
adrenérgico o (RA a), no caso RA ay, teoricamente desativaria toda a cascata de
desintegracado do polifosfato de inositol em IP3 e DAG. Devido a isso haveria uma
diminuigdo nos niveis de Ca" intracelular, com quebra das pontes de actina-miosina,
promovendo assim o relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso, e

consequiente erecéo peniana [Glina, 2002].
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Yohimbine
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Norepinephrine
unable to bind
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not
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o, adrenergic
recepfor not activated

Fig 9 - Esquema do mecanismo de bloqueio alfa-adrenérgico da 10l (Morales, 2000).

OBJETIVO DO ESTUDO

Mesmo existindo farmacos mais efetivos para o tratamento da DE, como os
inibidores da PDE5 (sildenafila, por exemplo) (Maggi, 2000), a 10l ainda tem o seu papel
no combate desta enfermidade, porém o seu mecanismo de acédo ainda encontra-se
com alguns pontos obscuros.

Um outro aspecto importante do atual experimento é que o mesmo foi realizado
utilizando corpos cavernosos de doadores cadaveres, sendo teoricamente amostras de
tecido sem alteragdes organicas, pois os doadores nao tinham historia de DE segundo
seus familiares. Os estudos com |0l realizados até o momento foram realizados com
corpos cavernosos doentes, retirados de pacientes submetidos a insercdo de prétese
peniana, como no estudo de Filippi (2002).

Filippi (2002) comprovou a agéo da IOl diretamente sobre os corpos cavernosos
de humanos e a sua acgéo na via nitrérgica, entdo, coube a este estudo a tentativa de
reproduzir o estudo acima e avaliar a atuagao da 10l em outros mecanismos de acédo do

relaxamento muscular liso, como a via dos canais idnicos (Na*, K” etc.).
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL:

As substancias quimicas utilizadas durante este estudo estdo agrupadas no

quadro abaixo, com seu respectivo efeito farmacoldgico, concentragdo empregada e

peso molecular (tabela (tab) 01).

NOME AGAO FARMACOLOGICA CONCENTRAGAO
Te] Antagonista seletivo az.adrenérgico 10* - 10"M
Guanetidina Blogqueador do neurdnio adrenérgico 10 uM
Fentolamina Bloqueador a-adrenérgico 10 uM
KCI Despolarizante farmacolégico 60 mM
Fenilefrina Agonista a-adrenérgico (a1>ay) 10 uM
7-NlI Inibidor da NOS sintetase neuronal 10 uM
oDQ Inibidor seletivo da guanilato ciclase 10 uM
TTX Blogueador reversivel dos canais de Na* 100 uM
L-NAME Inibidor da NOS sintetase endotelial 100 uM
Charybdotoxina | Bloqueador de BK, de alta e média condutéancia 1,0 uM
Glibenclamida |Bloqueador de canal de cloreto e de Katp 10 uM
Apamina Bloqueador de BK, de baixa condutancia 0,1 uM

Tab 01: Substancias quimicas utilizadas no estudo farmacodinamico da IOl.

e Bk, canal de potassio sensivel a calcio

¢ Karp: Canal de potassio sensivel a adenosina trifostato

¢ NOS: 6xido nitrico sintetase
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METODO

Do estudo:

Este estudo consistiu de uma série de experimentos farmacoldgicos empregando
0 bloqueador ay-adrenérgico ioimbina em corpo cavernoso de humanos. O projeto de
pesquisa, com o protocolo experimental e o termo de doagao de fragmentos de corpo
cavernoso, foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal do Ceara, credenciado pelo CONEP - Conselho Nacional de

Saude/MS, e devidamente aprovados (nos anexos).

Da coleta do corpo cavernoso:

Os fragmentos de corpo cavernoso humano foram coletados durante
procedimento cirurgico para retirada de 6rgaos para transplante, utilizando-se a mesma
incisdo cirurgica (mediana xifopubiana). Foram treze doadores-cadaveres, com idade
variando entre 18 e 53 anos, que tiveram morte cerebral documentada, tendo como
causa das mortes: traumatismo cranio-encefalico (TCE) por acidente automobilistico
em 12 doadores, e AVC (acidente vascular cerebral) por hipertensao arterial sistémica
em 1 doador.

Terminada a captagao dos 6rgaos transplantaveis (rins, figado, coragao etc.), um
acesso subcutaneo é obtido por sobre a sinfise pubica até a identificacdo dos corpos
cavernosos. Com uma manobra digital para desenluvar o pénis, deslocando-o
cranealmente, consegue-se um campo adequado para realizar a incisdo e exérese dos
fragmentos necessarios (medindo 5,0 cm x 2,0 cm) envolvidos pela tunica albuginea.
Apoés a retirada dos fragmentos, o pénis é recolocado em sua posigao anatdmica, e

nenhuma sequela externa é observada.
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Da manutengao dos tecidos

Imediatamente apds a coleta os fragmentos de corpo cavernoso séo levados
para o laboratério mantidos em um frasco de vidro fechado contendo solugdo de Krebs-
Henseleit (KHS) (tabela 02), estando o frasco envolvido em gelo picado em um

recipiente de conservagao térmica.

Produtos Concentracao (mM)
Cloreto de Sadio (Nacl) 114,6
Cloreto de Potassio (Kcl) 4,96
Sulfato de Magnésio (MgSQ,) 0,58
Fosfato de s6dio monobasico (NaH2POy4) 1,23
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 25

Cloreto de Calcio (CaCly) 2

Glicose 3,6

Tab 02: Composicao da solugao de Krebs-Henseleit (mM) pH 7,4

Do Processamento e montagem dos tecidos

Os fragmentos de corpo cavernoso sao transferidos para placa de Petri contendo
solugdo de KHS aerada com mistura carbogénica. Os tecidos conectivos adjacentes
(musculo, gordura etc.) sao retirados com lamina de bisturi. A tunica albuginea, a
seguir, € cuidadosamente dissecada e o musculo cavernoso é dividido em tiras
longitudinais de 10 mm x 4 mm.

As tiras de musculo cavernoso humano sao montados verticalmente em paralelo,
em banho de registro isométrico em solugao de KHS (pH 7,4 e a 37°C), constantemente
aerada (02-95% e CO2-5%), sob tenséo de 1,0 grama.

Os tecidos sdo mantidos em repouso por 01 hora para alcancar um novo estado
de equilibrio funcional, sendo os banhos renovados a cada 15 minutos. As alteragdes
de tensao (em grama) foram obtidas por intermédio de transdutores de deslocamento
de forgca (F-60, Narco Bio-Systems, Houston, Texas, USA), acoplados a um fisiografo

de quatro canais (DMP-$B, Narco Bio-Systems) nas seguintes calibragoes: filtro — 01
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Hz, ganho do amplificador — 50mV/cm e velocidade de registro de 0,0025 cm/s, e
também em um sistema de aquisicdo de dados Pamlab de 4 canais (ADInstruments,
Sidney, AUS) que teve seus dados analisados pelo programa Chart 4.0 (ADInstruments,
Sidney, AUS).

Dos experimentos

Foram realizadas curvas dose-resposta para ioimbina (1072 — 10*M) em tiras de
corpos cavernosos de humanos pré-contraidas com fenilefrina - FEN (10 uM) e com
solucéo despolarizante rica em potassio (60 mM de K*), com concentracéo de calcio de
2 mM e em um meio nutritivo contendo 10 uM guanetidina (simpatolitico quimico) e 10
uM fentolamina (bloqueador a-adrenérgico). Foram, entdo, obtidos os valores de
concentragao efetiva 50 (ECsp) e PD,, definidos como a dose necessaria para produzir
metade da resposta maxima, e seu respectivo cologaritmo.

A seguir, o relaxamento induzido pela ioimbina (10* M) foi estudado
isoladamente na auséncia e na presenga de tetrodotoxina (TTX), 100 uM, bloqueador
do canal de sédio neuronal.

Em outro conjunto de experimentos esta mesma concentragdo de ioimbina foi
testada na auséncia ou presenca de 7-NI (7-nitroindazole), 10uM, e de L-NAME (N°-
nitro-L-arginine methyl éster), 100 uM, bloqueadores das enzimas Oxido nitrico
sintetases constitutivas (nNOS e eNOS, respectivamente), e na auséncia e presenga de
ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-ona), 10 puM, um inibidor da enzima
guanilato ciclase soluvel.

Numa nova fase dos experimentos foi testado o efeito relaxante da ioimbina na
auséncia e presenga de 100uM TEA (tetraetilamdnio), bloqueador nao-seletivo de
canais de K' voltagem-dependentes e ativados por Ca™ (Ky); 0,1 uM apamina
combinada com 1uM de charybdotoxina (CTx), bloqueadores dos canais K* ativado por
calcio (Kca) de alta, média e baixa condutancia, e também na presenga de 10 uM de
glibenclamida, bloqueador de canais potassio ATP dependente (Katp) € de canais de

cloreto (CI’).
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Analise estatistica

Os dados sao apresentados como porcentagem de relaxamento em relagdo a
contragdo maxima induzida pelos agonistas utilizados e expressos como média + erro
padrao da média.

Foi aplicada uma analise de variancia ANOVA p/ célculo do F (variancia),
seguido do teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas.

A PD; (-logECsp) foi calculada utilizando-se o programa Graph Pad 3.0 (San
Diego, CA, USA), e expressa com seus respectivos intervalos de confianga de 95%.
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RESULTADOS

Apés realizagado dos experimentos e analise estatistica dos dados chegou-
se aos seguintes resultados:

A 10l proporcionou relaxamento das tiras de corpo cavernoso humano
quando estas foram pré-contraidas com FEN (Fig 10 € 11) ou com solugao rica em
K*, porém com maior relaxamento na primeira (p<0,05 com IOl a 10° e a 10™M)
(fig. 11).

O tracado original do relaxamento proporcionado pela 10l no corpo

cavernoso humano é mostrado na fig 10.

Ioimbina (Log M)

N

FE

Fig 10 — Grafico original do relaxamento do corpo cavernoso humano ocasionado pela IOl

apos pré-contragao com FEN.
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A seguir segue figura mostrando o efeito da 10l (102 a 10 M) apés pré-
contragdo com solugdo de K+ ou com FEN (*p<0,05) (Fig 11).

100+
—e— |0l + FENILEFRINA

< 80 —+— VEICULO
° —— |OI+K
% 60+
£
% 401 £
1+
S
X 5o

O_ T T T T 1

-13 12 -11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

101 (Log M)

Fig. 11 - Efeito da 101 (10"? a 10™*M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Circulos
vermelhos representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10 uM) e
triangulos azuis o efeito da mesma sobre tecidos contraidos previamente com solugio
despolarizante rica em potassio (60 mM), com concentracdo de calcio de 2 mM e em um
meio nutritivo contendo 10 pM guanetidina (simpatolitico quimico) e 10 uM fentolamina
(bloqueador a-adrenérgico) (*p<0,05).

A seguir segue figura (coluna) mostrando percentual de relaxamento
maximo da 10l (10 M) apds pré-contragdo com solugdo de K+ ou com FEN
(*p<0,05) (fig 12).

310l
3 VEICULO
I01+K

100+

N
i

Relaxamento (%)
S

)
i

0-

VEICULO o] I01+K

Fig 12: percentual de relaxamento maximo da 10l (1 0* M) apés pré-contragdo com solugédo
de K+ ou com FEN

- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico
- K+ (solugdo despolarizante rica em potassio (60 mM))

- (*p<0,05)
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A seguir segue tabela mostrando percentual de relaxamento da IOl apds
pré-contracédo com solugao de K+ ou com FEN (*p<0,05). (Tab 3)

% de relaxamento da 10l

Agonistas |-8 LogM -7LogM -6LogM -5LogM -4 LogM
K+ 288+25 322+1,8 32,2+1,8 32,2+2,9* 30,5+5,0
FEN 288+6,5 384+4,2 50,3+6,5 71,1+29 958+1,6

Tab 3: percentual de relaxamento da IOl apés pré-contragdo com solugao de K+ ou com
FEN

- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico
- K+ (solugdo despolarizante rica em potassio (60 mM))
- FEN (fenilefrina) - o agonista
- ("p<0,05)
- Concentragdes da ioimbina (-8 Log M -7 Log M...)
Os proximos experimentos foram realizados utilizando a FEN como droga

para pré-contracao das tiras de corpo cavernoso humano.

A TTX, um bloqueador de canal de Na+ neuronal, interferiu no relaxamento

causado pela 10l, porém sem significancia estatistica (p>0,05) (fig 13).

IO+TTX
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80- —— [OI+TTX
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o
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0_ T T T T T T T 1
-3 -12 -11 10 9 8 -7 6 -5 -4 -3

101 (Log M)
Fig 13 - Efeito da IOl (10> a 10™*M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Triangulos

azuis representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10uM) associada a

TTX (100uM), e circulos vermelhos representam o efeito da 10l em tiras pré-contraidas
apenas com FEN (10uM).
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A seguir segue figura (coluna) mostrando percentual de relaxamento
maximo da IOl (10* M) associada ou ndo a TTX (fig 14).

100+
1101

O IOHTTX
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(@)}
|

Relaxamento (%)
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T 2

0-

0] I0I+TTX

Fig 14: percentual de relaxamento maximo da IOl (1 0* M) associada ou ndao a TTX.
- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico
- TTX (tetrodotoxina) - bloqueador do canal de sédio neuronal.

A seguir segue tabela mostrando percentual de relaxamento da IOl apds
associacéo ou ndo com TTX. (Tab 4).

% de relaxamento da IOl

Principio ativo|-8 LogM -7LogM -6LogM -5LogM -4LogM
Ol + TTX 39,0+£3,6 47,0+4,6 55,0+5,3 57,7+4,9 56,4 + 4,6
[e] 28,8+6,5 384+4,2 50,3+6,5 71,1+£2,9 958+1,6

Tabela 4: percentual de relaxamento da 10l apés associagdao ou ndao com TTX.
- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico
- TTX (tetrodotoxina) - bloqueador do canal de sédio neuronal.
- Concentragdes da ioimbina (-8 Log M -7 Log M...)
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O inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel, ODQ, interferiram no
relaxamento causado pela 10l (p<0,05 com |01 10™*M) (fig 15).

101+0ODQ
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IOl (LOG M)

Fig 15 - Efeito da IOl (107> a 10™M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Triangulos
verdes representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10 uM) associada
ao ODQ (10 uM), e circulos vermelhos representam o efeito da IOl em tiras pré-contraidas
apenas com FEN (10 uM). (*p<0,05)

O bloqueador da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal, 7-Nl, interferiu no
relaxamento causado pela 10l (p<0,05 com 101 10*M) (fig 16).

I01+7-NI
100
—— |0l
804 —— |OI+7-NI
60
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-3 -12 11 .10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -3
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Fig 16 - Efeito da IOl (107> a 10™M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Triangulos
verdes representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10 uM) associada
ao 7-NI (10 uM), e circulos vermelhos representam o efeito da 10l em tiras pré-contraidas
apenas com FEN (10 pM). (*p<0,05).
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O bloqueador da enzima o6xido nitrico sintetase endotelial, L-NAME,
interferiu no relaxamento causado pela 10l (p<0,05 com 101 10™*M) (fig 17).

I0I+L-NAME
100
—— |0l
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Fig 17 - Efeito da 10l (10> a 10™*M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Triangulos
verdes representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10.M) associada
ao L-NAME (100uM), e circulos vermelhos representam o efeito da IOl em tiras pré-
contraidas apenas com FEN (10uM). (*p<0,05).

A seguir segue figura (coluna) mostrando percentual de relaxamento
méaximo da 10l (10 M) associada ou ndo ao ODQ, 7-NI e L-NAME (*p<0,05) (fig
18).
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101 I01+ODQ I01+7-NI 10I+L-NAM

Fig 18: percentual de relaxamento maximo da 10l (10'4 M) associada ou ndo ao ODQ, 7-Nl e L-
NAME.

- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico

- ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]Jquinoxalin-1-ona) - inibidor da enzima guanilato ciclase
soluvel

- 7-NI (7-nitroindazole) - bloqueador da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal (nNOS)

- L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl éster)- bloqueador da enzima 6xido nitrico sintetase
endotelial (eNOS)

- (*p<0,05).
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A seguir segue tabela mostrando percentual de relaxamento da IOl apds
associagao ou nao com ODQ, 7-NI e L-NAME (*p<0,05). (Tab 5)

% de relaxamento da IOl

Principio ativo |-8 LogM -7LogM -6LogM -5LogM -4LogM
IOl + ODQ 31,5+3,5 40,7+ 3,6 558+3,5 61,3+3,5 63,0+1,7*
Ol + 7-NI 30,4+2,2 38,7+2,7 49,3+2,6 58,3+6,7 57,4+4,7*
IOl + L-NAME | 25,4 +2,1 31,3+3,6 42,4+3,6 54,7+5,2 53,5+5,3*
[e] 28,8+6,5 384+4,2 50,3+6,5 71,1+£2,9 958+1,6

Tab 5: percentual de relaxamento da IOl apds associagao ou nao com ODQ, 7-NI e L-NAME.

- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico

- ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-ona) - inibidor da enzima guanilato
ciclase

soluvel

- 7-NI (7-nitroindazole) - bloqueador da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal (nNOS)

- L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl éster)- bloqueador da enzima o6xido nitrico
sintetase

endotelial (eNOS)
- (*p<0,05).
- Concentragdes da ioimbina (-8 Log M -7 Log M...)

O TEA (bloqueador de canais de calcio voltagem-dependentes) nao
interferiu no relaxamento da IOl (101 10*M) (Fig 19).

IOI+TEA
100
—— 10l

£ 80- —=— [OI+TEA
L
g 60
£
% 404
©
S
& 20-

0 T T T T T T T T T 1

-13 -12 -11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
101 (LOG M)
Fig 19 - Efeito da 101 (10"?a 10*M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Quadrados
azuis representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10uM) associada

ao TEA (100uM), e circulos vermelhos representam o efeito da 10l em tiras pré-contraidas
apenas com FEN (10uM).
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A APA associada a CTx (bloqueadores dos canais de potassio ativado por
calcio de alta, média e baixa condutancia) n&o interferiu no relaxamento da IOl
(101 10™*M)(Fig 20).

IOI+APA-CTx
100 -

—— |0l
80 —=— |OI+APA-CTx

60+

40+

Relaxamento (%)

20+

0 T T T T T T T T T 1
-13 12 -11 .10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

01 (LOG M)

Fig 20 - Efeito da 101 (10"?a 10™“M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Quadrados
azuis representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10 uM) associada

a APA (0,1 uM) e CTx (1,0 uM) , e circulos vermelhos representam o efeito da 10l em tiras
pré-contraidas apenas com FEN (10 uM).

A GLI (bloqueador de canais de cloreto e de potassio ATP dependente)
interferiu no relaxamento da IOl (p<0,05 com 10l 10™*M)(Fig 21).

I01+GLI
100
—e— |0l
g 804 —=— |OI+GLI
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Fig 21 - Efeito da 101 (10"?a 10*M) em tiras de corpos cavernosos de humanos. Quadrados
azuis representam o efeito desta droga em tiras pré-contraidas com FEN (10 uM) associada

a GLI (10 uM), e circulos vermelhos representam o efeito da 10l em tiras pré-contraidas
apenas com FEN (10 uM). (*p<0,05).
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A seguir segue figura (coluna) mostrando percentual de relaxamento
maximo da IOl (10 M) associada ou ndo ao TEA, APA-CTx e GLI (*p<0,05) (fig
22).

100
E][o]
9 3 101+ TEA
o Ol+APA-CHARYB
o mm |OI+GLIB
€ 501
©
X
©
o
[1'4
0_

101 IOI+TEA I0I+APA-C I0I+GLIB

Fig 22: percentual de relaxamento maximo da 10l (10 M) associada ou nio ao TEA, APA-
CTxe GLI
- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico.
- TEA (tetraetilamonio), bloqueador n&o-seletivo de canais de K* voltagem-
dependentes e ativados por Ca™ (Ky).
- APA-CTx (apamina combinada com charybdotoxina) - bloqueadores dos canais
potassio ativado por calcio de alta, média e baixa condutancia

- GLI (glibenclamida) bloqueador de canais de cloreto, e de potassio ATP
dependente.

- (*p<0,05).

A seguir segue tabela mostrando percentual de relaxamento da IOl apds
associagao ou nao com TEA, APA-CTx e GLI (*p<0,05). (Tab 6)

% de relaxamento da IOl

Principio ativo -8 LogM -7LogM -6LogM -5LogM -4 LogM
IOl + TEA 32,0+2,6 42,0+2,5 550+4,2 73,5+7,0 100,0+0,0
IOl + APA-CTx 25,1 +4,2 34,4+12 439+1,6 649+2,2 100,0+0,0
IOl + GLI 47,7+ 3,6 58,8 +3,5 653+3,5 70,4+1,7 71,1+ 3,4*
fe] 28,8+6,5 38,4+4,2 50,3+6,5 71,1£2,9 958+1,6

Tab 6: percentual de relaxamento da IOl apés associagao ou nio com TEA, APA-CTx e GLI.

- 10l (ioimbina) - bloqueador a,-adrenérgico.

- TEA (tetraetilamonio), bloqueador nio-seletivo de canais de K’ voltagem-
dependentes e ativados por Ca™ (Ky).

- APA-CTx (apamina combinada com charybdotoxina) - bloqueadores dos canais
potassio Ativado por calcio de alta, média e baixa condutancia

- GLI (glibenclamida) bloqueador de canais de cloreto, e de potassio ATP dependente.

- (*p<0,05).

- Concentrac¢des da ioimbina (-8 Log M -7 Log M...)
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DISCUSSAO

Nesta ultima década, com o advento da sildenafila e de outros inibidores da
fosfodiesterase 5 (PDEs), o tratamento da DE teve um grande avancgo, o que
beneficiou inumeros pacientes que sofriam com este problema (Maggi, 2000).

Com isso a |0l foi um tanto esquecida, devido a sua eficacia ser menor do
que a dos inibidores de PDEs, e alguns até duvidam se ela realmente teria alguma
acao direta no mecanismo eretogénico do corpo cavernoso humano, como
aqueles que referem ter ela efeito estimulante mais proeminente na disfungao
erétil de origem psicogénica por agao no SNC (Reid, 1987; Rowland, 1997).

Porém a eficiéncia da 10l foi comprovada, ja que a mesma aumentou a
motivagao sexual em ratos machos (Clark, 1984), e também teve efeito
estimulante do comportamento sexual humano, pelo sua agao az-antagonista no
SNC (Rampim, 1999; Rowland, 1997).

Outro fato que comprova a atuacdo da IOl no SNC, é que ela pode
aumentar a antinocepg¢ao e melhorar o efeito analgésico de opidides em humanos
(Morales, 2001)

Reid (1987), em experimento clinico, testou a |0l em 48 pacientes com DE
psicogénica. Dos que fizeram uso de 10l na dose de 18 mg/dia 62%, obtiveram
melhora da fungao sexual contra apenas 16% do grupo placebo.

Teloken (1998) utilizou a 10l em altas doses (100mg) em unica tomada
diaria por 30 dias, no tratamento de pacientes com DE organica. Resposta
completa tiveram 13.6% dos pacientes e 54.5% obtiveram resposta parcial, porém
quando esse resultado foi comparado ao placebo ndo houve significancia
estatistica.

Em um experimento realizado por Sommer (2001), ele e seus
colaboradores testaram a 10l no tratamento da DE psicogénica em 69 homens
com idade média de 46 anos, e obtiveram uma resposta favoravel em 55% dos
pacientes que fizeram uso de 10l contra 30% do placebo.

Os beneficios da 10l no tratamento da DE parecem ser maiores que 0s
seus riscos. Portanto, ela deve ser considerada no tratamento da DE, podendo ser

usada como terapia farmacoldgica inicial. A 10l tem um efeito positivo no combate
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a DE em homens, e merece ainda um lugar em nosso arsenal terapéutico, porém
tem uma acgao ruim em fumantes. Quando a IOl é ineficaz como monoterapia, ela
pode ser associada a outras modalidades terapéuticas, como ao Naloxone ou a
Trazodona (Guay, 2002), tendo uma boa resposta também quando associada a L-
arginina (Lebret, 2002).

Outro artificio para uma melhor acédo da IOl seria a sua nitrosilagdo. A 10l
com um radical NO produziu um melhor relaxamento das fibras musculares do
corpo cavernoso, quando esta foi pré-contraida com endotelina (Saenz de Tejada,
1999).

Outro dado importante que corrobora o fato de a IOl ainda ter lugar no
tratamento clinico da DE, é que ela ndo €& contra-indicada em pacientes
coronariopatas usuarios de nitrato, o que ocorre com os inibidores de PDEs, os
quais amplificam o efeito hipotensor dos nitratos (Kernohan, 2004).

Além disso, os inibidores de PDEs, com toda a sua eficacia na estimulagao
da via nitrérgica, ainda possuem um percentual de falha do tratamento de 30%
(McMahon, 2006), mostrando que todas as drogas tém suas limitagdes.

Com esses dados e sabendo que o mecanismo de agao da IOl no corpo
cavernoso humano ainda é pouco conhecido, houve a motivagao para a realizagao
deste estudo.

A 10l como um potente antagonista seletivo dos receptores adrenérgicos a;
(RA ay) e com fraca atividade antagonista a4 [Tam, 2001], agiria no mecanismo
eretogénico por via central, pois os RA a; sdo mais frequentes no sistema nervoso
central, e pouco freqlientes no corpo cavernoso humano [Glina, 1998].

Traish (1997) mostrou que os RA a; se subdividem em trés tipos: aza, a2, €
dyc. O subtipo b ndo foi encontrado em células musculares lisas, estando presente
apenas em nervos e endotélio. Os outros RA ay quando estimulados, promovem
contragdo das fibras musculares de corpos cavernosos humanos, bem como
promovem relaxamento destas fibras musculares quando inibidos com
antagonistas de RA ay o que sugere que os RA a; expressos em corpos
cavernosos de humanos sao fisiologicamente funcionais.

Entado, ja que os RA a; sao fisiologicamente funcionais e estdo em menor

quantidade de do que de a4 no corpo cavernoso humano, este estudo procurou
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mostrar se haveria outro(s) mecanismo(s) de acao da IOl neste tecido, ou se seria
apenas seu efeito antagbnico aos RA aa.

Outro dado interessante é que o presente estudo foi realizado com corpo
cavernoso humano teoricamente saudavel, retirado de doadores cadaveres que
tiveram, em 92,3% dos casos, o TCE como causa morte (12 por TCE e 1 por AVC
hemorragico), e nao tinham historia de DE segundo familiares. Foi visto que a
maioria dos estudos da literatura foi realizada com corpos cavernosos doentes,
retirados de pacientes submetidos a insercdo de prétese peniana, como nos
estudos de Filippi (2002) e de Saenz de Tejada (1999).

Este presente estudo mostrou que a IOl proporcionou um bom relaxamento
do corpo cavernoso humano na concentracdo 10*M, quando houve pré-contragao
com FEN, e manteve seu relaxamento, porém em menor intensidade, quando
houve pré-contragdo com solucdo de K* em associagdo com a guanetidina e
fentolamina, abolindo a via adrenérgica, o que mostra a presenga de outra via de
acao da IOl. A partir dai foi iniciado um estudo farmacodinamico desta droga
frente a diversos principios ativos, que estao relacionados com as diferentes vias
do mecanismo de erecdo do corpo cavernoso humano.

Filippi (2002) comprovou que a 10l em baixas concentragdes proporcionou
o relaxamento dos corpos cavernosos humanos quando pré-contraidos com FEN
ou Endotelina-1 (ET-1), porém com maior relaxamento com a ultima. Em
concentragdes maiores isso se inverte.

Silva e col (2005) realizou experimento com outro a-antagonista, a
fentolamina, e também apresentou diminuicido do relaxamento causado por ela,
quando o musculo liso cavernoso humano foi pré-contraido com solugéo de K.
Com a mudanca brusca da concentracdo de K' extracelular o equilibrio do
potencial de membrana se quebra, e a corrente i6nica se inverte, alterando o
potencial de membrana a ponto de resultar na abertura dos canais de calcio
regulados por voltagem, e contratura muscular [Silva, 2005].

Quando ocorre a hiperpolarizagao celular causada pela abertura dos canais
de K%, isso induz o relaxamento da musculatura lisa, pois causa o fechamento dos
canais de Ca’" voltagem dependentes, e consequente diminuicdo do Ca'"

intracelular (Saenz de Tejada, 2002).
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Numa nova fase do experimento a TTX (potente bloqueador de canais de
Na®) conseguiu inibir parcialmente o efeito miorrelaxante da IOl no corpo
cavernoso humano, porém sem significancia estatistica (p>0,05), o que sugere
que a IOl poderia ter acdo sobre os canais de Na*, mas que nao foi confirmado
estatisticamente.

Kohane (2001) mostrou que a TTX, quando associada a epinefrina,
prolonga seu efeito nos bloqueios nervosos periféricos, e que a 10l diminui esse
efeito, porém sem significancia estatistica.

Os RA a,, onde atua a I0I, podem regular a liberagéo de Na*, mantendo o
potencial de membrana , conforme demonstrado por Torok (2004).

Apos essa etapa iniciou-se o estudo farmacodinamico da 10l em conjunto
com bloqueadores da via nitrérgica (principal representante da via NANC), como o
ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-ona) - inibidor da enzima guanilato
ciclase soluvel, o 7-NI (7-nitroindazole) - bloqueador da enzima o6xido nitrico
sintetase neuronal (nNNOS) e o L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl éster)-
bloqueador da enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS), com o objetivo de
avaliar outra via alternativa no mecanismo de ag¢ao da IOl que ndo a via
adrenérgica, como ja demonstrado por Filippi (2002).

Nesta fase atual do estudo observou-se uma diminuicdo do relaxamento
ocasionado pela IOl nos corpos cavernosos humanos, quando a mesma foi
associada com os bloqueadores da via nitrérgica citados acima (p<0,05). Esse
dado mostra que a mesma tem acéao pela via NO-GMPc.

Sabe-se que a liberacdo de NO seria o principal fator estimulante do
relaxamento muscular liso do corpo cavernoso humano, e o estimulo dos RA a;
pela norepinefrina seria um fator inibitério dessa liberagcdo, como mostrado na fig
23. Portanto a IOl agindo na inibicao destes receptores proporcionaria uma maior
liberacdo de NO, e com isso promovendo erecdo peniana (Saenz de Tejada,
2000). O NO tem ainda um papel importante no relaxamento da musculatura lisa
uretral (Seshita, 2000).

Simonsen (1997) também comprovou que o estimulo dos RA a; pré-

juncionais inibem a liberagcdo de NO em artéria peniana de cavalo. Portanto o
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bloqueio desses receptores, teoricamente, favoreceria o relaxamento da
musculatura lisa peniana.

PRE- JUNCTIOMAL REGULATION OF NANC NERVES

SMOOTH MUSCLE r \

,_,-’ Y

¥ RELAXATION + RELAXATION

Fig 23 — Esquema de hipotese que mostra a regulagdo pré-juncional dos nervo NANC
penianos.
Receptores muscarinicos pré-juncionais (M) estimulam liberagdo de NO e os RA a,

inibem essa liberagao (Saenz de Tejada, 2000).

Filippi (2002) também observou esta alteragdo com L-NAME e ODQ, além
de ter observado uma potencializacdo do efeito da |0l quando a mesma foi
associada ao sildenafil (potente inibidor da via de degradacédo do GMPc).

Outra via importante no relaxamento do musculo liso cavernoso humano, a
que atua através dos canais ibnicos, cada vez mais vem sendo estudada.

A Caribdotoxina (CTx) e a apamina (APA) exibem um efeito inibitério sobre
o canal K¢, sendo que a primeira € um bloqueador potente dos canais de média e
alta condutancia (Maxi-K), e a segunda dos canais de baixa condutancia (Archer,
2002).

Sabe-se que os canais Maxi-K sao estimulados pela liberacao intracelular
de GMPc, e possuem papel importante no relaxamento de células musculares
lisas (Stumpff, 1997).

Spector (2002) também comprovou o relevante papel dos canais Maxi-K na
fisiologia, e quem sabe como uma via possivel para a terapia da DE.

Porém no atual experimento ndo foi observado alteracdo do relaxamento
proporcionado pela 10l em musculo liso do corpo cavernoso humano, quando a

mesma foi associada com a CTX e a APA.
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Ja o TEA (tetraetilamonio), bloqueador nao-seletivo de canais de K*
voltagem-dependentes e ativados por Ca™ (Ky), em experimento utilizando acido
caurendico, nao alterou relaxamento causado por este acido em musculo liso de
utero de ratas (de Alencar Cunha, 2003).

No corrente experimento, também ndo se observou alteracdo do
relaxamento proporcionado pela IOl em musculo liso do corpo cavernoso humano,
quando a mesma foi associada com o TEA.

Com a GLI (bloqueador de canais de cloreto, e de potassio ATP
dependente) foi observada uma diminui¢do do relaxamento causado pela 10l no
corpo cavernoso humano. Com este dado podemos afirmar que a IOl também
atua via canais de Katp € de CI. Esse dado também foi observado no estudo
recente realizado por Silva (2005), no qual foi utilizada outra substancia o-
bloqueadora, a fentolamina.

Venkateswarlu (2002), em estudo com pinacidil e levocromacalim, mostrou
a importancia dos canais de Katp na modulacédo do tdbnus muscular liso do corpo
cavernoso humano.

A sulfoniluréia GLI, além do seu efeito bloqueador de canais de Karp, possui
efeito bloqueador dos canais de CI, como foi visto em trabalhos utilizando célula
muscular cardiaca de cobaia (porquinho-da-india) [Yamazaki, 1997].

Deste modo podemos pensar que a |Ol, agindo através de canais de Karp €
de CI', deixaria a membrana da célula muscular hiperpolarizada, e desta maneira
diminuiria o influxo de Ca*" para o interior da célula, ocasionando relaxamento da
célula muscular lisa do corpo cavernoso de humanos.

Com os dados que esse estudo trouxe, abriram-se novas perspectivas
sobre outros mecanismos de agao da IOIl, que apesar de ser utilizada ha mais de
70 anos para o tratamento da DE [Filippi, 2002], ainda apresenta via de atuagao
pouco conhecida, pois sé ha poucos anos € que ela vem sendo estudada em
trabalhos controlados (Glina, 1998). Desta maneira ainda permanecem abertas as
portas para futuros experimentos em novos projetos de pesquisa, como por
exemplo, com biologia molecular, que podem nos trazer informagdes que ainda

nos faltam sobre a farmacodinamica deste medicamento, pois conhecendo melhor
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a sua farmacodinamica, podera se achar um modo melhor de utilizar esta droga,

quer seja como monoterapia quer como em associagdo com outras drogas.
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CONCLUSOES

Apds o encerramento dos experimentos e da analise estatistica dos

dados, podemos concluir que a 10l

Relaxa o corpo cavernoso de humanos por mecanismo outro que

nao o seu bloqueio adrenérgico;
Nao atua via canais de sodio;

Nao atua via canais de potassio voltagem-dependentes ativados por
calcio, e nem nos canais de potassio ativados por calcio de baixa,

média e alta condutancia (Maxi-K);

Age pela via nitrérgica, ativando as enzimas oOxido nitrico sintetase

neuronal e endotelial, como também a guanilato ciclase soluvel,

Pode agir ativando os canais de potassio ATP dependentes, e os

canais de cloreto;

Age provavelmente pela via NO — GUANILATO CICLASE — GMPc —

canais de Katp e de cloreto.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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