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RESUMO

A deficiéncia de oOxido nitrico (NO) tem sido implicada como um dos principais
mecanismos de Disfuncao Endotelial e de Disfuncao Erétil. A busca de novas medicagdes ¢
importante para diminuir o impacto dessa doenca. O estudo avaliou o relaxamento, in vitro,
induzido por um novo farmaco estimulador da Guanilato ciclase soluvel (IWP-051) em
faixas de tecidos de corpos cavernosos de humanos, retirados de doadores de o6rgdos para
transplante nao-vivos. Os tecidos, imersos em sistemas de banhos isolados em solug¢ao de
Krebs (pH7,4; 37°C), foram contraidos em solugdo de K' 80mM, e posteriormente
novamente pré-contraidos com Fenilefrina (PE 10uM) e curvas de concentragdo-resposta
(10" a 10™) foram obtidas. No primeiro experimento o formaco era comparado com o
Tadalafila. Para esclarecer o mecanismo pela qual esse farmaco promove seu relaxamento e
o seu efeito sinérgico com outras classes foram realizados os seguintes experimentos:
avaliacdo do relaxamento alcancado com a contracdo com K '80mM, adi¢do de um inibidor
da Oxido Nitrico sintase (NOS), L-NAME (100uM); adigdo de ODQ (10uM), um inibidor
da Guanilato Ciclase soluvel; Glibenclamida (10uM), um bloqueador de canais de ions
potassio ATP-dependente (Kap) € 0 HA1077 um inibidor da ROCK. Além disso, foi
avaliado o efeito da droga em contragdes espontaneas, ao final dosou-se a fosforilagdo da
VASP ¢ o GMPc tecidual. A substancia provocou um relaxamento maximo (Emax) na
musculatura lisa de corpo cavernoso importante, com poténcia (pEC50) boa (Emax =
107,37% =+ 2,98% e pEC50=6,289+/- 0,09787). Comparou-se com a Tadalafila, e nao
houve diferenca nem no Eymax (P=0,0817) nem pEC50 (P=0,1823). Apesar de ndo ter tido
inibicdo do efeito relaxante maximo da droga com L-NAME (p>0,05), observou-se um
importante desvio da curva para a direita, reduzindo a poténcia da droga em mais de 10
vezes (p<0,0001). Mesmo efeito alcangado com a adicdo ODQ (10uM) ao banho no pEC50
(p<0,001). O Epmax alcangado na curva concentragdo-resposta com K* 80mM foi cerca de
20% menor que a curva com PE (10uM) (p<0,0001). Nao houve bloqueio de efeito maximo
do farmaco com a Glibenclamida (10uM) (p>0,05). A adicdo da substincia aboliu as
contracdes espontdneas na concentracdo de 10°M. Houve aumento da fosforilacdo da
VASP (3x em relagdo ao controle p<0,05) com redugdo parcial com adicdo de ODQ
(p<0,05). A concentragdo do GMPc nas tiras tratadas com IWP-051 foi cerca de 3 vezes
maior que o controle negativo (p<0,05) e parcialmente bloqueada pelo ODQ (p<0,05). O
IWP-051 ¢ uma substancia estimuladora da GCs, potente relaxadora da musculatura lisa do

corpo cavernoso humano. A substincia possivelmente depende da acdo da NOS, atua,



provavelmente ativando a Guanilato ciclase soluvel, produzindo GMPc. Parece atuar nos
canais de potdssio, ¢ ndo atuam no Katp. Finalmente o IWP, abole as contragdes

espontaneas.

Palavras chave: Disfuncio erétil; Oxido nitrico-antagonistas e inibidores;Guanilato ciclase-

antagonistas e inibidores.



ABSTRACT

Deficiency of nitric oxide (NO) has been implicated as one of the main mechanisms of
Endothelial dysfunction and erectile dysfunction. The search for new medications must be
important to lessen the burden of this disease. The study evaluated the relaxation, in vitro,
induced by a new Guanylate Cyclase stimulator (IWP-051) into strips of corpora cavernosa,
taken from non-living human organ donor for transplantation. The strips were immersed in
tissue baths in Krebs solution (pH7 .4, 37° C). They were contracted in 80 mm K + solution,
and later again with Phenylephrine (PE 10 pm) and concentration-response curves (107 to
10*"M) were obtained. Initially the drug was compared with Tadalfil. To clarify the
mechanism by which this drug promotes relaxation, the following experiments were carried
out:, effect of an inhibitor of nitric oxide syntase (NOS), L-NAME (100 um); addition of
ODQ (10uM), an inhibitor of the soluble Guanylate Cyclase; evaluation of relaxation
achieved with the contraction with 80 mm K +; Glibenclamide (10 pm), a potassium ion
channel blocker ATP-dependent (Katp). It was observed, during the experiments the presence
of spontaneous contractions, and the effect of the drug on those contractions were studied. It
was also measured the phosphorylation of VASP, and measurement of GMPc concentration.
The substance caused an Epax relaxation in smooth muscle of the corpus cavernosum (Epax
= 107.37 % £ 2.98%. and pEC50=6.289+/- 0.09787). Comparing IWP-051 with tadalfil,
there were no difference between both Emax (p = 0.0817) or pEC50 (p=0.1823). Although
there was no inhibition of the maximal relaxation with the addition of L-NAME, a right shift
of the relaxation curve of the drug was observed (p<0.0001), reducing the potency in 10
times. The same results were observed when adding ODQ (10uM) into the bath (p<0.001).
The Emax achieved in concentration-response curve with 80 mm K + was about 20% lower
than the curve with PE (10 um) (p < 0.001). The addition of 10°M of IWP-051 abolished all
spontaneous contractions. There was no inhibition or blockade of the maximum effect of the
drug with Glibenclamide (10 pm) (p> 0.05). The addition of IWP-051 in HCC strips
increased the phosphorylation of VASP by 3 times compared with the control (DMSO), and
the effect was reduced by the addition of ODQ (p<0.05) .GMPc measurement also increased
in the presence of IWP-051 by 3 times and was also partially abolished by adding ODQ
(p<0.05) Iwp-051 is a sGC stimulator, it produces a powerful relaxation of the smooth muscle

of the corpus cavernosum. It depends on NOS to improve your potency, It acts by activating



the soluble guanylate Cyclase. It seems that it does activate potassium channels, and it do not

act throurgh Ka1p It abolishes spontaneous contraction.

Keywords-nitric: Erectile dysfunction; oxide-antagonists and inhibitors.Cyclic GMP-

antagonists and inhibitors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao

A Disfun¢do Erétil ¢ um problema que afeta os homens desde a antiguidade. Até
meados de 1990, era conhecida por impoténcia sexual, porém, em 1993, apds o consenso do
Instituto de Saude dos Estados Unidos da América, definiu-se como disfuncao erétil como a
incapacidade persistente de obter ou manter uma erecdo suficiente que possibilite a
penetragdo vaginal e wuma atividade sexual satisfatoria (NIH CONSENSUS
DEVELOPMENT, 1993). Nao se define um tempo especifico para definir como uma doenga,
porém comumente estipula-se 6 meses (SOORIYAMOORTHY; LESLIE, 2021).

1.2 Histoérico e Etiologia

Apesar de muitos acreditarem que a disfungdo erétil ¢ uma doenga do homem
moderno (SKETEL, 1927), os primeiros relatos de impoténcia datam de 2000a.C., descrito
em papiros egipcios. Na Grécia Antiga, Hipdcrates descreveu muitos casos de impoténcia
entre os habitantes ricos da provincia de Scythia, provavelmente devido ao habito dos
mesmos de locomoverem-se a cavalo. Os pobres ndo apresentavam impoténcia porque
andavam a pé(BRENOT, 1994).

Aristoteles descreveu trés nervos que proporcionavam espirito e energia para o pénis e
propos que o mecanismo de erecao envolvia o influxo de ar para o pénis (BRENOT, 1994).
Os Hindus também descreveram em 800a.C. a disfun¢do erétil e j4 a colocavam com uma
possivel patologia de cunho psicologico (HERMAN, 1973).

A Fisiologia da ere¢do permaneceu por muito tempo obscura, sendo descrita pela
primeira vez por Aristoteles que afirmava que quando o homem se inflamava de desejo o
fluxo de ar deixava o pénis erétil. Porém, com os estudos de anatomia de Leonardo Da Vinci,
foi evidenciada a presenca de sangue nos corpos cavernosos de cadaveres humanos em
ere¢do, mortos por enforcamento (BRENOT 1994).

Em 1573, Varolio descreveu a base da fisiologia da erecdo, estabelecendo que dois
musculos isquicavernoso e bulbocavernoso comprimiam o bulbo do pénis, impedindo o
retorno do pénis (SHAH, 2002). J4 em 1668,0 alemao Regnier de Graaf desenvolveu essa
teoria e injetou fluido dentro dos cadaveres, e notou que ao injetar liquido na artéria

hipogastrica, o pénis imediatamente ficava ereto. (JOCELYN; SETCHELL, 1972).
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No “Livro da reproducao”, em 1585, Ambroise Paré descreveu em detalhes a anatomia
peniana, atribuindo a entrada de sangue nos corpos cavernosos, a fisiologia da ere¢do. Esse
trabalho foi o primeiro a estabelecer as bases anatomicas e fisiologicas para a Eregdo
(BRENOT, 1994).

Ja em 1948, Kinseymostrava a relagdo da idade com a DE, quando descreveu que na
idade abaixo de 40 anos, apenas 1 em 40 homens apresentava algum grau de DE, enquanto
1 em cada 4 acima de 60 anos padecia do problema (KINSEY; POMEROY; MARTIN,
2003).

Dados modernos estimam que 55 % dos homens apresentam DE na idade de 75 anos
(JOHANNES et al., 2000; MELMAN; GINGELL, 1999). Outro estudo realizado na
Massachussets Male AgingStudy (MMAS), encontrou que a probabilidade do homem
apresentar disfuncdo erétil severa aumenta de 5,1% para 15% quando a idade varia de 40
para 70 anos (JOHANNES et al., 2000). Outros dados selecionados de estudos de base
populacional nos Estados Unidos tem demostrado e confirmado dados de 40% de DE em
pacientes com 40 anos e cerca de 70% em pacientes com mais de 70 anos(FELDMAN et
al., 1994).

Estima-se que cerca de 322 milhdes de homens serdo acometidos de Disfungdo erétil
em 2025, um aumento de cerca de 111% em relagdo aos dados de 1995 (AYTAC;
MCKINLAY; KRANE, 1999). Num estudo recente, com cerca 97000 pacientes acima de
18 anos em 8 paises, inclusive o Brasil, mostrou uma prevaléncia de DE, de uma forma
geral acima de 40%, em paciente entre 40-70 anos (GOLDSTEIN et al., 2020).

No Brasil, as estimativas apontam que mais de 40% dos brasileiros entre 40 e 70
anos sofram desta condigao (MOREIRA et al., 2001) e que pelo menos um milhao de novos
casos surjam por ano nesta mesma faixa etaria (MOREIRA JUNIOR et al., 2002). Dados
mais recentes, mostraram uma prevaléncia de cerca de 42% em pacientes acima de 40 anos
(GOLDSTEIN et al., 2020).

A etiologia da DE ¢ muitas vezes multifatorial, mas do ponto de vista clinico pode
ser dividido em organico, relacional e psicogénico. No passado, achava-se que a DE seria
uma doenga principalmente psicogénica, contudo, novos dados tém demonstrado que cerca
de 80% dos casos sdo organicos. Frequentemente, associa-se o componente organico a
fatores psicoldgicos e relacionais, que no final contribuem negativamente para a qualidade
de vida do paciente (YAFI et al., 2016).

Além da idade, outros fatores tém sido implicados para o aumento da incidéncia de

DE, sendo eles: doenca cardiovascular, hipertensdo, hiperlipidemia, diabetes,
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hipogonadismo, obesidade, tabagismo, alcoolismo, hiperplasia prostitica benigna,
depressdo e ejaculacio precoce (SOORIYAMOORTHY; LESLIE, 2022).

Além da idade, dentre os fatores de risco,a doenga coronariana ¢ a mais relacionada
com a DE. Ambas as condi¢des partilhamfatores de risco semelhantes, e a presenga de uma
sempre indica que a outra pode estar presente(SOORIY AMOORTHY; LESLIE, 2022).

De acordo com Montorsier al. (2003), 50% dos pacientes com doenga coronariana
submetidos a cateterismo possuem DE associada.Essa correlagdo pode ser explicadapois
ambas as artérias (cavernosa e coronariana) tem calibres semelhantes, e as alteracdes
ateroscleroticas compartilham a mesma fisiopatologia.A aterosclerose estd diretamente
relacionada com a disfun¢ao endotelial (GUAY, 2005).

Em uma metanalisecom mais de noventa mil homens, somente a presenca de DE
aumentou em 44% o risco de eventos cardiovasculares, 62% de Infarto agudo do miocérdio,
39% de AVC e 25% mais risco de morte.(VLACHOPOULOS et al., 2013).

Devido ao grande impacto que essa doencga representa na saude do homem, e essa
grande prevaléncia, muitos pesquisadores tem buscado entender a fisiopatologia da doenga,
estudando novas modalidades terapéuticas e farmacos eficazes para o tratamento da

Disfungao erétil.

1.3Bases Anatomicas e Fisiofarmacoldgicas da Erecao

O pénis, de maneira grosseira, ¢ composto de trés corpos separados por septos de
tecido conjuntivo. Um corpo esponjoso unico que sustenta e protege a uretra ao longo da
superficie ventral do pénis e forma a glande distalmente. Dois corpos cavernosos paralelos se
estendem ao longo da superficie dorsal do pénis, que além de prover estrutura para o pénis
funciona como um reservatorio de sangue no estado erétil (FIGURA 1).

Os corpos cavernosos sdo envoltos por uma camada fibrosa, tinica albuginea(LUE,
2000; ANDERSSON; WAGNER, 1995). Esses corpos cavernosos sao separados por um
mesmo septo que se comunicam, permitindo a comunicacdo dos seios venosos. Na parte
distal, esses corpos cavernosos sdo cobertos pela glande, que compreendem uma continuagao
do corpo esponjoso que recobre a uretra(YIEE; BASKIN, 2010).

Compreendem uma rede de sinuséidessupridos pelas artérias helicinais, que sao ramos
terminais das artérias cavernosas. No estado flacido, as trabéculas do musculo liso dos corpos
cavernosos, os quais sustentam os sinusdides vasculares, estdo tonicamente contraidos e

permitem apenas uma pequena quantidade de influxo arterial (BURNETT, 1992). A liberacdo



22

de neurotransmissores de terminais dos nervos cavernosos ¢ do endotélio em resposta a
estimulacdo sexual resulta em relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso e ere¢ao
peniana.(MACDONALD; BURNETT, 2021)

O suprimento arterial € compostopor 3 ramos principais € em pares: cavernosa, dorsal
e bulbouretral. Todos esses ramos sdo oriundos da artéria pudenda interna, ramo da iliaca
interna. A artéria cavernosa bilateralmente emite ramos para dentro do copo cavernoso e vao
ocupar a parte central dos sinusoides, emitindo as artérias helicinais que sdo ramos terminais
da mesma. A artéria dorsal do pénis vai irrigar a glande e seus ramos ermiais fazem
anastomoses com ramos terminais da artéria cavernosa. (YIEE; BASKIN, 2010)

A drenagem venosa ¢ realizada por pequenas veias formadas dentro do corpo
cavernoso, abaixo da tiinica albuginea, elas se unem para formar a veia dorsal profunda que
em ultima instancia forma a veia pudenda interna (LUE, 2002; ABDEEN; LESLIE, 2022)
(FIGURA 2). Essa distribui¢do ¢ importante pois a compressao das veias emissarias, entre as
camadas da tinica albuginea, permite a manuten¢do da erecdo, aumentando a pressdao
intracavernosa, ¢ impedindo a drenagem rdpida do sangue intracavernoso(HSU et al., 2003;

YIEE; BASKIN, 2010).

Figura 1 — Estrutura do corpo Pénis

Fonte: LUE et al. (2012, p. 613).



Figura 2 — Suprimento arterial e drenagem venosa dos corpos cavernosos
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Fonte:Adaptado de YAFI et al. (2016).

A inervagdo peniana pode ser dividida em autondmica (simpatica e parassimpatica)
e somatica (sensitiva e motora) (PRIETO, 2008). A inervagdo sensitiva inicia em receptores
da pele, principalmente na glande, mas também no pénis, uretra e corpo cavernoso.O nervo
sensitivo principal € o nervo dorsal do pénis que se une a outros nervos pélvicos, formando
o nervo pudendo interno. Esses feixes nervosos entram na regido sacral e sobem pelo feixe
espino-talamico até o talamo e cortex sensitivo(ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

Ja a inervacdo simpdtica advém do plexo hipogastrico, seus neurdnios liberam
noradrenalina e mantém a fase de flacidez peniana. A inervagdo parassimpatica inicia-se na
medula sacral, liberam acetilcolina, € nos ultimos neurdnios nitrérgicos, liberam NO

estimulando a produ¢dode GMPc, responsaveis pela fase erétii (ANDERSSON,

2011;YIEE; BASKIN, 2010).
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Figura 3—-Esquema da inervagao peniana
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Fonte: GLINA ef al.(2002, p. 29).
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A fungdo erétil normal envolve trés processos sinérgicos € simultidneos: um aumento

no influxo arterial no pénis, o qual ¢ mediado neurologicamente, relaxamento do musculo liso

dos corpos cavernosos e restricdo do retorno venoso a partir do pénis (BIVALACQUA et al.,

2000).

Mais especificamente, 6 mecanismos sdao implicados em uma ere¢ao eficaz: 1-

Inicialmente ocorre uma dilatagdo das artérias cavernosas e arteriolas, com aumento do fluxo

sanguineo na fase sistolica e diastolica; 2- a seguir ocorre um represamento do sangue dentro

dos sinusoides do corpo cavernoso; 3- contragdo do plexo venoso sobre a tinica albuginea,

reduzindo o efluxo venoso (FIGURA 3 e 4); 4- estiramento da tinica albuginea até a sua

capacidade maxima, reduzindo ao minimo a saida de retorno venoso a0 minimo; 5- Aumento

da pressdo intracavernosa para 100mmHg ( alcancando a erecdo plena); 6- Contragdo do
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musculo isquio-cavernoso (LUE, 2002; ANDERSSON, 2011; MACDONALD; BURNETT,
2021).

Figura 4 — Estado flacido onde ndo ha compressdo do plexo venoso.
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Figura 5 — Compressao do plexo venoso com diminui¢ao do efluxo sanguineo.
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1.3 O papel do 6xido nitrico no relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso

A fisiofarmacologia da ere¢do ficou muito tempo desconhecida e o papel do
relaxamento do corpo cavernoso era atribuido a acetilcolina. Em 1980, Furchgott
ecolsmostraram em um trabalho muito bem desenhado, em faixas teciduais de aorta de coelho
que a acetilcolina s6 causava relaxamento da musculatura lisa na presenca de células
endoteliais, que quando as faixas de tecidos eram tratadas para a retirada das células
endoteliais ndo relaxavam na presenca de acetilcolina. Nesse trabalho, foi sugerida a presenga
de um fator de relaxamento de origem endotelia(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Em 1987, ja estava bem estabelecida a presenca de um Fator de Relaxamento
Endotelial, porém ainda ndo se sabia que molécula era responsavel por esse efeito. Havia sido
sugerido por Furchgott que esse fator de relaxamento poderia ser o 6xido nitrico. Em um
trabalho com cultura de células endoteliais de suinos, estudou-se a atividade do 6xido nitrico e
do Fator de Relaxamento Endotelial, onde foi demonstrado que a atividade dos dois
componentes era igual, estabelecendo que os dois componentes eram semelhantes

(RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1987).
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A descoberta do Oxido Nitrico como fator de relaxamentoe responsavel como
neurotransmissor de fibras ndo-adrenérgicas nao colinérgicas, fez com que o 6xido nitrico se
tornasse um transmissor atraente para a erecao (RAJFER et al., 1992).

Estudando corpos cavernosos de coelho, Ignarro(1990) descobriu o papel do 6xido
nitrico e ativacdo da Guanilato ciclase soluvel, no relaxamento da musculatura lisa cavernosa.
Em 1992, estudando tecidos humanos retirados em cirurgias de protese peniana colocados em
banhos de solugdes, conseguiu-se definir em testes com eletroestimulagdao que o 6xido nitrico
¢ o principal mediador da ere¢do também em humanos. A ativagdo da Guanilato ciclase
soluvel ja havia sido provada em 1977 por Arnoldet al. (1977).

No mesmo ano, Burnett er al. (1992), demonstrou através de estudos com
imunohistoquimica a presenc¢a de NO sintase em corpos cavernosos de ratos, demonstrando e
definindo a via da NOS como a principal via no relaxamento do corpo cavernoso.

Hoje em dia, os pesquisadores concordam que o 6xido nitrico, liberado através das
fibras ndo-adrenérgicas nao-colinérgicas, ¢ o principal neurotransmissor responsavel pelo
relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso, aumentando a produ¢do do GMPc
((BURNETT et al., 1992, 1993; GONZALEZ-CADAVID, 1999; RAJFER, 1999; IGNARRO,
1990; KIM et al.,, 1991; KNISPEL; GOESSL; BECKMANN, 1992; MACDONALD;
BURNETT, 2021; PICKARD; POWELL; ZAR, 1991; STIEF et al., 1991; TRIGO-ROCHA
etal., 1993)

A producio de o6xido nitrico ¢ realizada por uma enzima chamada Oxido Nitrico
Sintase (NOS),existindo em pelo menos 3 isoformas(ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).
A primeira ¢ a NOSI(NOSn), produzido nos neurdnios e tem como papel principal o
neurotransmissor, segunda ¢ a NOS 2 (NOSi) produzida por células como macrofagos,
hepatdcitos células musculares lisas, e ¢ induzida por processo inflamatorio, como resposta
citotoxica, e ¢ ativada independente do célcio(LUO et al., 2014). A terceira isoforma ¢ a NOS
3 (NOSe), essa forma ¢ a enzima que produz o fator de relaxamento endotelial
(NO)(BURNETT et al., 1992; KOTS; BIAN; MURAD, 2011; MURAD, 2004;ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015)(Figura 5). A sintese de 6xido nitrico, com estimulo neuronal,
a partir da arginina sob a acdo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn) e sua ligagdo
com a enzima Guanilatociclase soluvel (GCs) constitui passo essencial para o inicio e

manutengao do processo erétil(HEDLUND et al., 2000).

Figura 6 — Esquema representativo da via do Oxido nitrico.
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O relaxamento da musculatura lisa cavernosa ¢ realizado através do sistema
Nucleotideo Ciclico Intracelular/Proteinoquinase mensageiro. Dois sistemas sdo implicados
no relaxamento: o sistema do AMPc e do GMPc, este tltimo ativado pela Guanilato ciclase
soluvel ¢ a principal via de relaxamento do corpo cavernoso. Esta enzima atua em alvos
intracelulares fosforilando receptores de inositol trifosfato (PI3), ativando canais de ion
potassio, causando hiperpolariza¢do celular e diminuindo o transporte de ions calcio para o
citosol(XIAO et al., 2019).

Estes eventos provocam inativa¢do da enzima miosina quinase de cadeia leve,
levando a dissociagdo das fibras de actina e miosina, o que apresenta como resultadofinal o
relaxamento da musculatura lisa cavernosa, aumento do influxo sanguineo e eregdo
(ANDERSSON, 2011; CORBIN; FRANCIS, 1999; MACDONALD; BURNETT,
2021)(Figura 6).

A dissociagdo da miosina de cadeia leve ¢ realizada pela enzima Fosfatase miosina de
cadeia leve (MLPC), cuja ativacao promove relaxamento muscular. A enzima ROCK regula
esse mecanismo, que quando ativada, desfosforila (inativa) a MLPC e permite a ligagdo entre

as fibras de miosina e actina(LINDER et al., 2005; MACDONALD; BURNETT, 2021).

Figura 7 — Farmacologia da ere¢@o peniana: Vias de relaxamento do corpo Cavernoso.
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Os principais mecanismos de relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso
humano sdo o aumento do GMPc ¢ a diminui¢do da sua degradacdo. A estratégia de aumentar
a concentragdo do GMPc pode ser alcangada com drogas doadoras de NO, ou que estimulem
ou ativem a GCs(TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). A degradagdo de GMPc e AMPc ¢
realizada por uma enzima da familia das Fosfodiesterase, que realiza uma reagao de hidrolise
desses sinalizadores(MACDONALD; BURNETT, 2021). Portanto, o resultado ¢ a diminui¢ao
da concentragdo intracitoplasmatica dos segundo mensageiros AMPc/GMPc.

Essa enzima foi inicialmente descoberta por Berthet em 1957. Existe mais de 11
familias e mais de 50 isoformas das fosfodiesterase, e elas estdo presentes em muitas células
do corpo humano (ANDERSSON, 2011). No corpo cavernoso humano ja foram descobertas
pelo menos 13 isoformas, porém a PDES ¢é mais estudada, e encontra-se em altas

concentragdes citoplasmaticas (ANDERSSON, 2011; KUTHE et al., 1999).

1.5Drogas testadas para o tratamento da Disfuncao Erétil

A PDES ¢ a fosfodiesterase de maior interesse, e a mais utilizada terapeuticamente. E
uma enzima formada por duas subunidades idénticas, com cerca de 100000 Da cada uma,
com um sitio catalitico cada subunidade(CORBIN, 2004; FRANCIS; BUSCH; CORBIN,

2010). Os inibidores de PDES, como o Sildenafila, agem competindo com o GMPc por esses
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sitios. Essas drogas possuem até 1000 vezes mais afinidade pelo sitio que o GMPc. Na
auséncia da via do NO, essas drogas sdo ineficazes. Em faixas teciduais de corpo cavernoso,
se ndo houver a presenca de doadores de NO, essas drogas nao induzem relaxamento
(CORBIN, 2004).

Outro mecanismo implicado no relaxamento do corpo cavernoso sao os doadores de
oxido nitrico. Estudos iniciais realizados em hipocampo de ratos, Wierasko e cols avaliaram
a geracao de potenciais de acdo provocados por doadores de NO nesta regido anatdomica. Os
autores demonstraram que a agdo destas substancias depende da liberagdao de 6xido nitrico
pela acdo de um agente redutor.Aincubacao de tecidos com oxihemoglobina, um removedor
extracelular de NO, elimina os efeitos neurofisioldgicos destas substancias (WIERASZKO
etal., 2001).

Por causa da meia vida excessivamente curta, a acdo de NO em sistemas bioldgicos ¢
de duracdo muito limitada. Adicionalmente sua degrada¢do fotoquimica e liberacdo de
cianeto com efeitos toxicos importantes limita seu uso clinico, destaca-se ainda serem menos
efetivos quando dados intracorpéreo(MARTINEZ-PINEIRO et al., 1995;KISHIMOTO et
al., 2021).

Novos compostos doadores de NO que apresentam maior estabilidade quimica e
menor toxicidade tem sido objeto de pesquisa. Um grupo destas substincias, S-nitroso-
glutationa (GNSO) e S-nitroso-N acetilcisteina (SNACET), foi utilizado em estudos com
faixas de tecidos de corpos cavernosos humanos montados em sistemas de banhos isolados e
apresentaram um promissor potencial de relaxamento tecidual (SEIDLER et al., 2002).

Um outro grupo de doadores de NO, que tém como metal o ruténio, sdo soliveis em
agua e liberam NO principalmente sob a a¢do de agentes redutores, foram utilizadas para
avaliar seu potencial de relaxamento no endotélio vascular. Estas substancias sdo
quimicamente estdveis e soluveis em agua, o que favorece sua utilizacdo em sistemas
biologicos animais (BONAVENTURA et al., 2007a; LUNARDI; DA SILVA;
BENDHACK, 2009)

Utilizando aorta de rato estes pesquisadores demonstraram potente efeito relaxante
do endotélio vascular por parte deste grupo de doadores de NO. Nesse contexto, essas
substincias promoviam um relaxamento vascular semelhante ao relaxamento induzido pelo
nitroprussiato de sodio. A pesquisa demonstrou também que as substancias promoviam
liberacdo de NO intracelular, ativava a enzima Guanilato ciclase solivel e ao contrario do
nitroprussiato sddico que atua apenas através da liberacdo de oxido nitrico livre, estas

substincias também promovem liberagdo do anion nitroxil o que pode potencializar um
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efeito relaxante adicional. Um mecanismo de a¢do adicional, utilizado por estas substancias,
consiste na ativagao de canais de potassio.

Em estudo realizado por Christ(2000), este autor identificou, em corpos cavernosos
humanos, a importancia da ativagao de canais de potassio no relaxamento daquela estrutura
tecidual. Nestes experimentos, os principais tipos de canais de K™ envolvidos no
relaxamento da musculatura lisa cavernosa eram canais sensiveis ao calcio (K'¢,) e canais de
potassio ativados metabolicamente (K ap).

Venkateswarluet al. (2002) demonstraram que o relaxamento da musculatura lisa de
corpos cavernosos humanos poderia ser potencializado, por ativadores de canais de potassio
sensiveis ao movimento transmembrana de calcio (K+ca). Buscando entender o papel dos
canais de potassio,outros autoresprovaram que o bloqueio de canais de potassio ativados
metabolicamente  (K'y,) por um inibidor especifico, glibenclamida, reduzia
significativamente o relaxamento produzido em artérias de resisténcia peniana pelo inibidor
especifico da PDE-5, citrato de sildenafil(PRIETO et al., 2006).

Bonaventuraer al. (2007) mostraram que a incubagdo dos tecidos com um bloqueador
inespecifico de canais de potdssio, tetraetilamonio, reduziu significativamente o relaxamento
induzido pelas substincias do complexo nitrosil-ruténio. BONAVENTURA et al.,
2007b)No mesmo estudo, utilizando aorta de coelho os autores demonstraram que umnovo
doador de ¢xido nitrico do complexo age doando tanto NO, como NO-(anionanitrosil),
enquanto o SNP age somente NO*.Além disso, esse mecanismo ndo envolve a ativacao
reticulo sarcoplasmatico. (BONAVENTURA et al., 2008)

Novas drogas com composicdes quimicas semelhantes t€ém sido implicadas em
relaxamento de musculo liso de corpo cavernoso. Cerqueira et al. (2008), em um estudo com
corpo cavernoso de coelho e faixas de tecidos de aorta demonstrou que dois novos
compostos do complexo nitrosil ruténio sdo potentes drogas vasodilatadores, e uma delas
produziam um importante relaxamento no corpo cavernoso, comparavel ao SNP.

Em um estudo bem desenhado, Leitao Junior(2016) apresentou o efeito de um novo
metalofarmaco (FORO0811), derivado do imidazol, em faixas teciduais de corpos cavernosos
humanos, de doadores falecidos. Foi demonstrado que essa substancia produzia efeitos
relaxantes semelhantes ao SNP, com poténcia semelhante a um estimulador direto da
Guanilato ciclase 0 BAY 41-2272. Nesse mesmo estudo, foi mostrado que essa droga nao
agia através de canais de potassio (Katp), e que a mesma droga produzia concentragdes
consideraveis de GMPc, superiores estatisticamente ao controle e inferiores ao SNP

(LEITAO JUNIOR, 2016).
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Esses dados contribuem para a ideia de que a via do NO-GCs-GMPc ¢ crucial para
regular o fluxo sanguineo nos tecidos. Alteracdes na funcdo da GCs, como também a
redugcdo da concentracdo de oxido nitrico nos tecidos, tem sido implicado em doencas
cardiovasculares, pulmonares, renal, hepaticas, e também na Disfuncao erétil (NAKAI et al.,
2016).

Contudo, em situagdes de estresse oxidativo, 0 mesmo que encontramos em doencas
cardiovasculares, as espécies reativas de oxigénio (ROS) reduzem o ferro da GCs, nao
respondendo mais a NO (FOLLMANN et al., 2013). Dessa forma, o efeito de drogas que
agem através da via NO-GCs-GMPc ¢ extremamente limitado, isso inclui os inibidores da
PDE 5 assim como os doadores de NO. Além disso, esses ultimos tem outros dois
problemas: a variabilidade interindividual de metabolismo e o desenvolvimento de

tolerancia.

1.6Estimuladores e ativadores da Guanilato Ciclase

A guanilato ciclase ¢ um enzima importante para varios mecanismos de sinalizacio
celular. Existem dois subtipos que se caracterizam pela localizagdo na célula. A primeira ¢ a
GC de membrana que se trata de um receptor transmembrana plasmatica, cujosagonistas sao
peptideos como Natriurético tipo A, B e C, além da uroguanilina. (SOUSA et al., 2010). A
segunda, e mais utilizada como alvo para intervengdo farmacoldgica ¢ a guanilato ciclase
soluvel,enzima inteiramente citoplasmatica que ¢ estimulada principalmente por agonistas
gasosos (CO e NO), e uma gama de medicagdes chamadas de estimuladoras e ativadoras.
(FOLLMANN et al., 2013; GRZESK; NOWACZYK, 2021)

A GC ¢ estimulada por trés substincias, o NO, o peptideo natriurético € compostos
exdgenos como o Mondxido de Carbono (CO) (ANDERSSON, 2011). Dois tipos de
Peptideos Natriuréticos tem efeito no relaxamento de CCH, demonstrado em faixas de tecidos
de corpos cavernosos de humano, o CNP e o ANP. Em um estudo realizado em CCH, foi
demonstrado que tanto o ANP como a uroguanilina tiveram um efeito relaxante em faixas de
tecidos de CCH, relacionados a mecanismos tanto da GC como canal de Kca dependente,
sugerindo que os receptores natriuréticos podem ser novos alvos para drogas para DE
(SOUSA et al., 2010).

A ativa¢ao da Guanilato ciclase soluvel ¢ uma forma de estimular o relaxamento da
musculatura lisa do CCH sendo essa enzima expressada por todo tipo de células (LUCAS et

al., 2000). A GCs ¢ uma proteina de origem citosodlica, composta por duas unidades, uma alfa
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e uma beta, na qual existe um dominio Heme. Através da ligagao do NO nesse dominio, existe
uma nova conformagdo na subunidade catalitica, com aumento da produ¢do do GMPc que
estimula as proteino-quinases intracelulares, canais de ions e fosfodiesterases, determinando
seus multiplos efeitos fisiologicos (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017).

Uma alternativa aos doadores de NO, s3o drogas que ativam diretamente a GCs,
ligando de forma alostérica ao ferro, estimulando a formacdo de GMPc(FOLLMANN et al.,
2013) Essas classes agem de duas formas: independente ao NO e sinergicamente aumentado a
capacidade na GCs. Essa classe de drogas tem uma capacidade interessante de fornecer novos
métodos de tratamento para disfuncdo erétil e outras doengas como hipertensdo pulmonar e
outras doengas cardiovasculares(EVGENOV et al., 20006).

Dois diferentes subtipos da GCs estdo presentes in vivo: a forma reduzida que
contém o ligante do NO Heme, e a forma que ndo possui o componente Heme. Em situagdes
de estresse oxidativo, 0 mesmo que encontramos emsituagdes de disfungdo endotelial como
doengas cardiovasculares, as espécies reativas de oxigénio (ROS) reduzem o ferro da GCs,
nao respondendo mais a NO. (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017)

Nesse contexto, dois tipos de moduladores da GCs foram desenvolvidos, € sao
importantes sinalizadores do sistema cardiovascular incluindo a musculatura cavernosa e o
endotélio. Esses moduladores sdo classificados como estimuladores e ativadores.Tais
compostos sdo importantes em situagdes de estresse oxidativo, como ja descrito, pois podem
estimular tanto em situagdes de diminui¢cdo da concentracao de NO, como em situagdes de
reducdo do sitio heme da GCs. (EVGENOV et al., 20006).

Os estimuladores de GC sdo drogas que agem em dois mecanismos separados:
sinergicamente ao NO e direta estimulagdo do sitio nativo da enzima, independente do NO,
ligando-se alostericamente ao Ferro, aumentando a produ¢ao de GMPc. J4 os ativadores da
GCs agem em GCs com perda do sitio heme, melhorando inclusive a produ¢cdo do GMPc em
situagoes de deplecao de NO.(ALBERSEN et al., 2013)

Vérias moléculas estimuladoras da GCs ja foram testadas in vitro em corpos
cavernosos. Teixeira, Priviero e Webb (2007) testaram o BAY 41-2272 em camundongos sem
a expressao das duas formas de NOs, NOSn e NOSe, em corpos cavernosos. Nesse trabalho,
eles demonstraram que essa substancia relaxou as faixas de tecidos de corpos cavernosos, €
também aumentaram a concentragdo de GMPc (dosados por radioimunoensaio), confirmando
que sua a¢do se da com ativagdo direta da GCs.

Outras duas drogas que agem diretamente na ativacdo da GCs foram implicadas no

relaxamento do CCH. A YC-1 age aumentando de forma alostérica a afinidade do GTP no seu
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sitio, gerando o aumento da concentracdo do GMPc(FRIEBE; KOESLING, 1998; MULSCH
et al., 1997). Essa droga demonstrou in vitro um aumento de 2200 vezes da GCs, na presenga
de SNP (doador de NO) (LEE; MARTIN; MURAD, 2000), e in vivo, quando administrada
intracavernosa, demonstrou efeitos eréteis, além de aumento do estimulo do nervo cavernoso
(MIZUSAWA et al., 2002).

Um derivado da pirazolopiridina, BAY41-2272 também estimula diretamente a GCs
de forma independente do NO, causando relaxamento de faixas de tecidos de corpo cavernoso
(KALSI et al., 2003). Esse efeito ¢ maior na presenga de um doador de oOxido nitrico
principalmente apds a administragdo intravenosa e oral em coelhos conscientes (BISCHOFF
et al., 2003).Em faixas de tecido de corpos cavernosos humanos saudaveis, foi testado o efeito
relaxante do BAY 41-2271, e ficou demonstrada a sua capacidade de relaxamento, com
efeitos semelhantes ao SNP, porém com menor potencial relaxante (LEITAO JUNIOR,
2016).

Apos a descoberta dessas novas drogas estimuladoras de GCs (BAY 41-2272 ¢ BAY
41-8543), varios trabalhos na literatura demonstraram a capacidade relaxante dessas drogas
em modelos animais, principalmente em modelos de Hipertensdao pulmonar (EVGENOV et
al., 2004; SCHERMULY et al., 2008), porém todas elas se mostraram com baixa estabilidade
metabdlica, baixa biodisponibilidade oral (MITTENDOREF et al., 2009).

A primeira droga estimuladora de GCs a ser utilizada em humanos foi a Riociguat.
Essa droga foi testada em um estudo randomizado, duplo cego, fase 3, e demonstrou
resultados interessantes no tratamento da hipertensao pulmonar (GRIMMINGER et al., 2013).
Esse farmaco atualmente ¢ utilizado,além dessa doenca, no tratamentoda doenca de Raynaud,
e encontra-se em estudos fase 2 para o tratamento de Esclerose Sistémica e anemia falciforme
(XTAO et al., 2019).

Outras substancias dessa classe com potencial de utiliza¢do clinica tém sido testadas,
porém as que mais se destacam sdo o Vericiguat (BAY 12-1189), o Praciguat (IW-1973) e o
IWP -051, sendo que as duas primeiras ja possuem estudos para uso clinico (XIAO, 2019).
Essa ultima molécula, um estimulador de GCs, objeto de nosso estudo, possui uma
farmacocinética interessante com apenas uma tomada ao dia, com excelente poténcia,
estabilidade, seletividade e efeitos farmacodinamicos (NAKAI et al., 2016).

Essas drogas tem grande potencial para o tratamento da disfuncgdo erétil, ja que seu
mecanismo de acgdo, estimulador de GCs, podem relaxar o corpo cavernoso, independente da

via NO, e podem agir, em teoria sinergicamente, e potencializando o efeito de outras drogas
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como os IPDES. Nao h4, até o momento, nenhum trabalho, além do anterior a esse, que tenha
estudado essas drogas estimuladoras em corpos cavernosos de humanos.

No presente trabalho, sera abordada a acdo de uma droga estimuladora da GCs, o
IWP-051, que ja tem sua farmacodinadmica e farmacocinética bem estudadas, em corpos
cavernosos de humanos. Esses achados demonstram a variedade de mecanismos envolvidos
na acdo destas substancias e justifica a realizagdo de estudos adicionais para avaliar seu

potencial terapéutico.

20BJETIVOS

2.1 Geral:

- Avaliar a capacidade de relaxamento da substancia IWP-051, na musculatura lisa de

corpo cavernoso de humano.

2.2 Especificos:

- Identificar os mecanismos envolvidos no relaxamento produzido pelo farmaco IWP-
051;
-Avaliar o efeito sinérgico do IWP-051 com um inibidor da RhoA/ROCK
(HA1077), no relaxamento das faixas de tecidos de corpo cavernoso;
-Avaliar o efeito da droga na redugdo das contragdes espontaneas em repouso, tanto
da amplitude como frequéncia;
- Avaliar a concentracdo de fosforilagdo de VASP nas tiras de corpos cavernosos

humanos expostos ao farmaco e compara-lo com o SNP e os expostos ao controle negativo;
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- Avaliar a concentracdo de GMPc nas tiras de corpos cavernosos humanos expostos
aos farmacos e compara-la com a concentragdo nas tiras expostas ao SNP e ao controle

negativo.

3METODO

3.1Aspectos éticos e local do estudo

O presente projeto de pesquisa, antes de sua execucdo foi submetido a apreciagdo do
ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, credenciado pelo
CONEP-Conselho Nacional de Saude/MS, e foi aprovado sob o CAAE no.
12932419.0.0000.5054 e namero do parecer 3.420.560. Como os corpos cavernosos foram
retirados no Instituto José Frota-1JF, a instituicdo também apreciou o projeto com aprovacao
através do CAAE 12932419.0.3001.5047 e aprecia¢dao numero 3.612.938. Foram seguidas as
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos da resolugdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude-Ministério de Satde. Os corpos cavernosos foram retirados de doadores
ndo-vivos, vitimas de traumatismo cranio-encefalico, j4 doadores de outros 6rgdos para
transplante. Todo o processo seguiu as normas do DECRETO No. 9.175, DE 18 DE
OUTUBRO DE 2017, que regulamenta a Lei de transplantes.Durante a abordagem do
candidato a doador, a familia foi abordada para a possibilidade de doag¢ao do corpo cavernoso,

através de termo de consentimento livre e esclarecido especifico.Os experimentos foram
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realizados no Instituto de Superior de Ciéncias biomédicas, laboratério de

FisiofarmacologiaCérdio-Renal.

3.2 Farmacos e Substancias

A substancia a ser testada ¢ uma droga protegida por direitos de patente, portanto nao
podem ser demonstradas, produzida pela IronwoodsPharmaceuticals Inc, Massachusetts. O
IWP-051 é uma droga estimuladora da GCs independente do NO.

A solugdo de Krebs-Henseilit, com pH ajustado para 7,4, ¢ utilizada na seguinte
composi¢do (em mM): NaCl 118,00; NaHCO; 25,00; KCL 4,70; KH,PO4 1,20; MgSO4.7H,0
1,17; CaCl,.2H,0 2,50; e glicose 5,60. A solugdo foi preparada 24 horas antes dos
procedimentos sem Ca’™ e glicose que eram adicionados a solugio momentos antes dos
experimentos. Fenilefrina, N (G)-nitro-larginina (L-NAME), 1H-[1,2,4]Joxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-ona (ODQ), Tadalafil (TAD), 4, glibenclamida (Glib). Solug¢ao fisiologica de
sal (PSS) foi preparada utilizando a seguinte composi¢do quimica [mM]: 119 NacCl, 4,7 KClI,
1,2 MgS0O4-7H,0O, 25 NaHCO;, 1,17 KH,PO,4, 0,03 K,EDTA: 2H,0, 5,5 glicoses e 1,6
CaCl,-2H,0; pH 7.4.

3.3 Material cirirgico e laboratorial

O material cirurgico e laboratorial utilizados sao discriminados no Apéndice.

3.4 Preparacio dos corpos cavernosos

Trata-se de pesquisa in vitro utilizando-se corpo cavernoso de doador cadaver obtido
no momento da captacdo de orgdos para transplante, obedecendo-se os rigores das leis
especificas.

Corpo Cavernoso Humano— Apds consentimento da familia e liberagdo através de
um termo proprio, segmentos de 1 — 2cm de corpos cavernosos eram retirados do doador
cadaver de Multiplos 6rgdos através da mesma incisdo xifopubiana ao fim da cirurgia, como
descrito por Regadaset al.(2010). O fragmento do corpo cavernoso foi colocado em solugao
preservadora utilizada na perfusao dos 6rgaos e condicionados a 4°C.

Os experimentos eram realizados em duas etapas: com 12 horas e apos 36h. As faixas
de tecidos de corpo cavernoso eram preparadas no dia do experimento, com dissec¢do e

retirada dos tecidos adjacentes, como tunica albuginea e vasos. Havia sempre o cuidado de
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banhar constantemente o tecido com a solu¢do Krebs. O tamanho dos fragmentos eram de

1,0cmx0,3cmx0,3cm.

Figura 8 — Incisdo para retirada de corpos cavernosos humanos

Fonte: Regadaser al. (2010, p. 491)

Figura 9 — Corpos cavernosos dissecados do tecido subcutaneo

Fonte: Regadas et al.(2010, p. 491).

Figura 10 — Fragmento de corpo cavernoso humano banhado em Krebs
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Fonte: Autor (2020).

3.5 Protocolos Experimentais

Os tecidos eram suspensos entre duas pontas de metal em “L” e uma das pontas era
conectada a um transdutor de forga isométrica, enquanto a outra era fixada a uma unidade
moével, permitindo o ajuste preciso da tensdo. A tensdo aplicada aos tecidos eram de 10mN ou
um grama. Os tecidos eram deixados em repouso por uma hora e a tensdo era periodicamente
ajustada, durante este periodo a solu¢do nutritiva era trocada a cada 15 minutos. As alteragdes
de tensdao eram medidas usando-se transdutores isométricos (Panlab, Barcelona, Espanha) e
registradas em sistema LabChart versdao 8 da fabricante AD instruments de aquisicdo de

dados.

Figura 11 — Fragmento de corpo cavernoso montado no banho de tecidos
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Fonte: Autor (2014).

Figura 12 — Sistema de banhos isolados

Fonte: Autor (2014).

3.5.1 Avaliagao do efeito relaxante da substancia IWP-051 na musculatura lisa cavernosa

de humanos

Apds 60 minutos de estabiliza¢do os tecidos eram contraidos com K+ e apds15 min
eram lavados novamente com substincia nutritiva. Apdés um periodo de estabilizacdo de
mais15 min, o fragmento de corpo cavernoso era novamente contraido, agora com fenilefrina
(PE, 10uM). Os experimentos com a substancia eram iniciados ap0s a estabilizacdo doperiodo
de contracdo que variava de 15 a 20 minutos. Para avaliar o relaxamentoinduzido pela
substancia estudada, eram realizadas curvas de relaxamento comconcentragdes crescentes da

substancia (107" a 10*M) IWP-051.

3.5.2 Avaliacdo dos efeitos relaxantes da substiancia Tadalafila

Apds 60 minutos de estabilizag¢do os tecidos eram contraidos com K+ e apds 15 min
eram lavados novamente com substancia nutritiva

Apds um periodo deestabilizacdo de mais 15 min, o tecido era novamente contraido,
agora com fenilefrina(PE, 10uM). Os experimentos com a substancia eram iniciados apds a
estabilizacdo doperiodo de contracdo que variava de 15 a 20 minutos. Para avaliar o
relaxamentoinduzido pelos fadrmacos estudados, eram realizadas curvas de relaxamento

comconcentracdes crescentes da substancia: Tadalafila (107 a 10*M).
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3.5.3 Avaliagdo do efeito do inibidor da NO sintase sobre o relaxamento produzido pela

substiancia IWP-051

ApoOs a contragdo com K+, eram esperados 15min apos a lavagem do banhocom a
solugdo de Krebs para que os tecidos retornassem a tracao de repouso. Nesteensaio o L-
NAME (100uM), um inibidor da NOS, foi adicionado aos banhos 30minutos antes da adigdo
de fenilefrina (10uM). Apds a estabilizagdo do periodo decontragdo, curvas-resposta de

relaxamento com concentracdes crescentes da substanciaeram obtidas.

3.5.4 Efeito do inibidor da Guanilato ciclase soliivel (ODQ) no relaxamento induzido

substdncia do grupo estudada

Apobs a contragdo com K+ para estabilizacdo do tecido e lavagem comsolugdo de
Krebs, adicionou-se o inibidor da Guanilato ciclase soluvel (ODQ) naconcentragdo de 10uM
aos banhos, 30 minutos antes da pré-contracdo comfenilefrina (10uM). Subsequentemente

foram obtidas curvas resposta de relaxamentocom concentragdes crescentes da substancia.

3.5.5 Avaliacdo do farmaco IWP-051 na contracd@o com K+ 80Mm

Apds 60 minutos de estabilizacdo os tecidos eram contraidos com umasolugdo de KCl
com 80mM e ap6s 15 min era trocada a substancia nutritiva. Nesseexperimento, o objetivo era
observar o efeito da substincia na contracdo com asubstancia despolarizante. Os experimentos
com a substancia eram iniciados ap6s aestabiliza¢do do periodo de contracdo que variava de

15 a 20 minutos.

3.5.6 Efeito do bloqueador de canais de ions potdssio ATP-dependente (KATP)

Ap0s a contragdo com K+ 80mM eram aguardados 15min apds a lavagem dobanho
com a solucdo de Krebs os tecidos retornaram a tracdo de repouso. Nesseexperimento a
glibenclamida (10uM), foi adicionada aos banhos 30 minutos antes daadi¢ao de fenilefrina
(10uM). Apds a estabilizacdo do periodo de contragdo, curva resposta de relaxamento com

concentracoes crescentes da substancia eram obtidas.

3.5.7 Efeito do bloqueador da Rho quinase HA1077
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Apo6s a contracdo com K+ 80mM eram aguardados 15min apos a lavagem dobanho
com a solucao de Krebs os tecidos retornaram a tracdo de repouso. Nesseexperimento a HA
1077 (10uM), foi adicionada aos banhos 30 minutos antes da adi¢ao de fenilefrina (10uM).
Subsequentemente foram obtidas curvas resposta de relaxamento com concentragdes

crescentes da substancia.

3.5.8Relaxamento de contragdes espontdneas

Em tecidos de corpo cavernoso de humano que apresentaram contragdes espontaneas e
estaveis, foram adicionadas doses crescentes (0,1 nmol.L' a 10 mmol.L") do IWP-051.
Foram avaliadas as alteracdes tanto na amplitude das ondas de contracdo e relaxamento,

quanto a alteragdo na frequéncia.

3.5.9F osfoproteina estimulada por vasodilatador(VASP)

O nivel de fosforilagdo de Ser239 de VASP ¢ um marcador 1til para monitorar a
ativacdo e sinalizacdo da proteina quinase dependente de cGMP. Foi avaliado o efeito de 1
umol L' de IWP-051, para isso, utilizou-se as tiras de CCH no pico de agdo de relaxamento
da substancia, os quais foram homogeneizados em PBS e enriquecido com Halt Protease
InhibitorCocktail (1:100; ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) e 5 mmol L de EDTA de
TissueLyzer (Qiagen, Hilden, Alemanha).

Logo depois, as amostras foram centrifugadas a 17000 G a 4°C durante 30 min, e os
sobrenadantes foram guardados para procedimentos posteriores. As proteinas foram
resolvidas usando eletroforese em gel SDS-PAGE. Aliquotas de 50 pg de proteinas foram
submetidas a SDS-PAGE (10% de acrilamida) e transferidas para uma membrana de PVDF a
500 mA durante a noite usando um aparelho Hoefer (Holliston, MA, EUA).

Em seguida, a membrana foi imersa em uma solu¢do de bloqueio de TBS-T (0,05% de
Tween 20/0,1 mol L! Tris/0,15 mol L'lNaCl, pH 7,5 mais 5% BSA). As membranas foram
entdo incubadas durante a noite com o anticorpo primdrio para Ser239 da fosfoproteina
estimulada por vasodilatador (VASP) (1:1000, CellSignaling, Danvers, MA, EUA), VASP
total ou B-actina (1:5000, Sigma) como controle de carregamento interno.

A membrana foi ainda incubada durante 1 h a temperatura ambiente com um

anticorpo secundario anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina. A transferéncia foi
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desenvolvida usando um kit de quimiluminescéncia (CDP Star, Applied Biosystems) e lida

usando um sistema de fotodocumentagdoChemidoc XRS+ (Biorad, Hercules, CA, EUA).

3.5.10Dosagem de GMPc tecidual

Em presenga de IBMX (100uM), inibidor inespecifico da fosfodiesterase,

responsavel pela degradacdo de GMPc, foram realizados os seguintes protocolos.
Medida de GMPc basal

Apo6s o periodo de estabilizagdo, aproximadamente 1 hora, as faixas de tecidos de
corpos cavernosos submetidos a exposicdo por DMSO foram congelados em nitrogénio
liquido.
Medida de GMPc apés a exposicao aos farmacos utilizados

Apds o periodo de realizacdo dos experimentos com os farmacos IWP-051,
Tadalafila e alcangados o Emax das substancias, ¢ apdés um periodo de estabilizagdo de

cerca de 20min, os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido. Todas as amostras

foram mantidas a -20°C até o dia do experimento.

Homogeneizacao do tecido e dosagem de proteinas
O tecido congelado foi homogeneizado em solugdo de Krebs gelado e adicionado ao
IBMX (100uM). Apds completa maceragao do tecido, aliquotas de todas as amostras foram

separadas para dosagem de proteinas pelo método de FolinCiocalteau.

Preparaciao da amostra
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Foi adicionado ao macerado de tecido acido tricloroacético (TCA) (resultando em
uma concentragdo final do TCA de 10%). O TCA foi utilizado para precipitar proteinas e
ap6s a adigdo do TCA, as amostras foram agitadas e posteriormente centrifugadas a 2000
xg por 15 minutos a 4°C. Foi removido o sobrenadante e descartou-se o precipitado. O
sobrenadante foi lavado com éter dietilico saturado de 4gua (em um volume 4 vezes maior
que o volume da amostra) e a fracdo etilica (superior) foi descartada.

Este processo foi repetido por quatro vezes. Ao final das lavagens as amostras
secaram em atmosfera de nitrogénio a 60°C e as ressuspendeu-se no tampao de ensaio do
“kit” imunoenzimatico para dosagem de GMPc. Foi utilizado o método de acetilacdo da
amostra para dosagem de GMPc, em fentomoles de GMPc por pogo. Posteriormente,

calculou-se a concentragdo de GMPc por mg de tecido.

3.6Analise Estatistica

O efeito relaxante das substancias foi medido a partir do platé de contragdo maxima
induzida pela fenilefrina (10uM) e expresso como percentual reverso de diminuicdo da
contracdo provocada pela fenilefrina.

Para construir as curvas de concentragdo-resposta, realizou inicialmente a
transformagao logaritmica (base 10) das concentragdes molares. As curvas foram obtidas por
regressdo ndo linear a partir dos valores médios do percentual de relaxamentos calculados

para as seguintes concentragdes: 1072 até 10™*. Nesse intuito, foi utilizada a fungo sigmoide:
b—-a
(logEC50 — x)

y=a-+
1+10

Onde a corresponde ao valor minimo (resposta minima), b ao valor maximo (resposta
maxima).

O efeito maximo de relaxamento (Emax) foi considerado pelo nadir da curva de
percentual reverso, induzido pelos agentes relaxantes nas curvas de concentragdo-resposta,
descrito na seguinte expressao:

T — Ty

R=-"L_""%x1
T, x100

Onde Tr e Ts sdo as tensdes decorrentes da acdo da fenilefrina e de uma dada
substancia.
As concentragdes dos farmacos que induziram 50% de relaxamento maximo (EC50)

foram determinadas, a partir das curvas de regressdo, apos transformagdo logaritmica das
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curvas normais de concentragdo-resposta e expressas em logaritmo negativo (pECS50) dos
valores de cada tecido (3-12 experimentos), utilizando regressao nao-linear.

Para comparar os dois grupos em relacdao as variaveis Emax e pEC50, utilizou-se o
teste ¢ de Student para varidveis ndo pareadas. Foi utilizado o software GraphPad Prism
versao 9.0. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Em cada grupo de
experimentos, n significa o numero de tecidos (de cada paciente).

Por fim, realizou-se o teste de Shapirp-Wilk para distribui¢do de normalidade.
Diferengas entre os valores médios foram avaliadas ou teste t para dados ndo pareados,
seguida pelo teste Fisher MultipleComparison Test, sendo considerados significativos valores

de p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Amostras

Durante o periodo do estudo foram realizadas 21 captagdes de corpos cavernosos, no
periodo que compreende o dia 01/12/2019 a 05/04/2021. Todos os fragmentos de corpos
cavernosos foram retirados de paciente em mortes encefalica, elegiveis para captacdo de

outros orgaos. A idade desses doadores variou de 19 anos até 66 anos, com média de 41,2
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anos. A maioria dos doadores ndo tinham comorbidades, e alguns eram hipertensos. Todos os
doadores foram vitimas de violéncia externa, sendo traumatismo cranioencefalico a causa

determinante para a morte encefalica.

Quadro 1 — Caracteristicas demograficas da populaciao de doadores nao-vivos

38 ANOS TCE 01/12/2019

55 ANOS TCE 03/12/2019 | TABAGISMO, HAS DM | PLACAS NA AORTA
42 ANOS TCE 03/12/2019 TABAGISMO
64 ANOS TCE 05/12/2019 ETILISTA
20 ANOS TCE 17/12/2019

34 ANOS TCE 17/12/2019

19 ANOS TCE 17/12/2019

40 ANOS TCE 08/01/2020

66 ANOS TCE 10/01/2020

35 ANOS TCE 26/01/2020

35 ANOS TCE 29/01/2020

52 ANOS TCE 02/02/2020

26 ANOS TCE 11/02/2020

39 ANOS TCE 20/08/2020

47 ANOS TCE 01/10/2020

55 ANOS TCE 02/10/2020 HAS
36 ANOS TCE 25/10/2020

39 ANOS TCE 10/11/2020

46 ANOS TCE 26/01/2021

36 ANOS TCE/PAF 05/02/2021

24 ANOS TCE 05/04/2021

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
4.2 Efeito relaxante do IWP-051 e comparacao do efeito do IWP-051 com o controle

Tadalafila

Apds a contragdo com PE (10uM), era aguardada a estabilizacdo da curva de
contracdo, que se dava em cerca de 20 min. Entdo eram adicionadas as drogas: IWP-051 em
concentracdes crescentes de 10"° M a 10 M, e a Tadalafila também nessas concentragdes. O
relaxamento méaximo alcangado pela Tadalafila foi de 98,78% =+1,67 %, com pEC50 (-

logC50) foi de 5,515+/- 0,7767. A substancia estudada alcangou um relaxamento maximo de
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107,37% + 2,98%. A sua respectiva pEC50 (-logEC50) foi de 6,289+/- 0,09787. Ao comparar

as duas curvas, ndo houve diferenca estatistica nem em relagdo ao EMax, como na poténcia

pECS50 (Gréafico 2;Quadro 1).

Grafico 1 — Tragado de uma curva de contragdo- relaxamento com o uso da IWP-051, em

concentragdes crescentes

0.1aM
10aM g

!
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|
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Grafico 2 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substancia IWP-051 com o controle

Tadalafila em faixas de tecidos de corpo cavernoso humano (n= nimero de experimentos)
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150 T T

M 10 9 8 -7 -6 5 -4 -3

log[M]

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Tabela 1 — Comparagdo entre o Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e
Tadalafila.

Teste t de Student ndo-pareado

Pardmetro IWP-051 TADALAFILA valor p
pECS0 6,289+0,097 5,515+ 0,7767 P=0,1823
Epnax 107,37 % + 2,98% 98,78% £1,66% P=0,0817

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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4.3 Efeito do L-NAME (100uM) um importante inibidor da NOs no relaxamento

induzido pela substiancia no tecido estudado

Quando adicionado o inibidor da NOS (L-NAME) anteriormente ao IWP-051, nao
houve alteragdo estatisticamente significante no Emax da droga, sendo esse de 117,25% +
4,654687. Porém houve um importante deslocamento da curva para a direita, encontrando um
pECS50 de 5,429 + 0,08057. Ao comparar as duas potencias houve diferenca estatistica com p

extremamente significante (p<0,0001).

Grafico 3 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substincia IWP-051 com a
substancia incubada com o Bloqueador L-NAME em faixas de tecidos de corpo cavernoso
humano. (n=nimero de experimentos)

t 30-
o
o 60~
=
L4})
£ 90
4]
X
[3°]
T 120-
- WP+ 100uM L-NAME n=9
150 | | | | | | | | | | | | |
M1 10 9 -8 7 6 -5 -4 -3

log[M]
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
*#x%P<0,0001 Teste t de Student ndo-pareado
Tabela 2 — Comparagdo entre o Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e
IWP+L-NAME.

Teste t de Student nao-pareado - ***+P<0,0001

Pardametro IWP-051 IWP+L-NAME valor p
pEC50 6,289+0,097 5,723 +0,3177 P<0,0001""
Ennax 107,37 % + 2,98% 79,34% + 16,14%. P=0,1760

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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4.4Efeito da inibicao da enzima Guanilato ciclase solivel por um inibidor especifico do
grupo heme da enzima (ODQ;10uM) e no relaxamento induzido pela substincia no

tecido estudado

A adi¢do de ODQ na amostra antes da colocagdo do IWP-051, bloqueou apenas
parcialmente o efeito de relaxamento da substancia. Nao houve diferenga no relaxamento
maximo alcancado, porém durante a comparacao da poténcia das substancias e das curvas,
houve deslocamento para a direita, indicando um bloqueio da agdo da droga pelo ODQ. O
relaxamento maximo produzido pela adicdo desse bloqueador foi de 102,49% =+ 3,693,

enquanto a pEC50 foi de 5,036 + 0,2340.

Grafico 4 — Tracado de uma curva de contragao- relaxamento com o uso da IWP-051, em

concentragdes crescentes, apos incubagao com ODQ (10uM)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Grafico 5 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substincia IWP-051 com a
substancia incubada com o Inibidor da GCs ODQ (10uM) em faixas de tecidos de corpo

cavernoso humano. (n= nimero de experimentos)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

*#%P<0,001 Teste t de Student ndo-pareado

Grafico 6 — Grafico em barras comparando o pEC50 do IWP-051 com o efeito do inibidor da
GCs ODQ.

iwp iwp + odq
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
*#%P=0,0002 Teste t de Student ndo-pareado

Tabela 3 — Comparagao entre o0 Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e
IWP+ODQ.

*#*p<(,0001 Teste t de Student ndo-pareado com correcdo de Welch
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Pardmetro IWP-051 IWP-051+0ODQ valor p
pEC50 6,289+0,097 5,036 + 0,2340 P<0,001""
Eonax 107,37 % + 2,98% 102,49% + 3,693 P=0,3197

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.5 Efeito do IWP-051 na contracao realizada com K+ 80mM, comparando com a acao

na contracao realizada por fenilefrina

Para estudar o efeito dos canais de potassio, € o papel dos canais que permitem o
influxo de célcio i6nico para o meio intracelular, as faixas de tecidos de corpo cavernoso
foram contraidas com K 80mM. As curvas de relaxamento foram avaliadas com as mesmas
concentragdes (10'° a 10+). O Relaxamento Maximo (Emax) da substancia na contracdo com
K+ foi 78,83 + 2,841%. A pEC50 foi de 6,289. Houve diferenca importante entre o Emax das
duas curvas num teste t ndo pareado, sugerindo uma a¢do de Canais de Potassio na acdo do

IWP-051. P<0,0001.

Grafico 7 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substancia IWP-051 na contragdo
com PE e KCI 80 mM em faixas de tecidos de corpo cavernoso humano. (n= numero de

experimentos)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
**x%P<0,0001 Teste t de Student nao-pareado

Grafico 8 — Em barras comparando o Emax da contracdo com PE e KCI 80mM
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

***%%P=(),0001 Teste t de Student

4.6 Efeito do bloqueador de canais de ions potassio ATP-dependente (K,,),
glibenclamida (10uM) no relaxamento induzido pela substancia IWP-051 no tecido
estudado

A adi¢do do bloqueador de K,,, glibenclamida no banho, 30min antes da contracao
com PE, ndo causou mudanca estatisticamente significante no poder relaxante da droga
estudada, e aparentemente nao houve alteragdo da poténcia da mesma. O Emax da curva
com glibenclamida foi 108,078%+3,176%, enquanto a poténcia do farmaco adicionado a
glibenclamida (pEC50) foi de 6,136. Esses resultados sugerem que a droga ndo tem seu

efeito através desses canais.

Grafico 9 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substancia IWP-051 com a
substancia incubada com o Bloqueador de KarpGlibenclamida (10uM) em faixas de tecidos

de corpo cavernoso humano. (n= numero de experimentos)

52
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.7Efeito do inibidor da Rho quinase HA1077 sob o relaxamento induzido pelo IWP-051.

A adicdo de HA1077 (10uM), 30 min antes da contracdo induzida pela estimulador de
GCs nao causou nenhum efeito aditivo a capacidade de relaxamento, nem aparentemente a
poténcia. O relaxamento maximo alcangado pela adig¢do do HA 1077 foi de 112,26% =+
2,814%, e a respectiva pEC50 foi de 5,731ndo havendo diferenca estatistica nem o
relaxamento maximo, nem a poténcia. Esse resultado mostra que nao hé sinergia entre as duas

medicagdes.

Grafico 10 — Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substancia IWP-051 com a
substancia incubada com o inibidor da ROCK HA 1077 (10uM) em faixas de tecidos de

corpo cavernoso humano. (n= ntimero de experimentos)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Graficol1 — Grafico em barras comparando o Emax IWP-051 X IWP+HA 1077

Bl [WPn=8
1 ITWP+HA 1077 n=5

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.8Relaxamento de contracoes espontaneas
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Durante a realizacdo dos experimentos, notou-se que naquelas faixas teciduais de CCH
que eram feitas no mesmo dia da retirada do tecido, existiam essas contra¢des espontaneas, 0s
quais foram descritas inicialmente por Christ em 1990, e citados por Andersson em 1995
(ANDERSSON; WAGNER, 1995; CHRIST et al., 1990). Essas contragdes estavam presentes
em todos os experimentos realizados no primeiro dia ap6s a retirada. Apesar de secundarias
no mecanismo de detumescéncia peniana, elas podem ser importantes para o inicio do
mecanismo de relaxamento do corpo cavernoso, ja que essas contracdes sao reflexo de um
sincronismo das células da musculatura lisa cavernosa, causada provavelmente pela juncdes-
gap intercelulares.( THORNBURY; HOLLYWOOD; SERGEANT, 2019)Entdo, testou-se o
efeito da substancia nessas contragdes espontaneas, conforme explicado no método. Como
resultado tem que essas contragdes eram abolidas ao chegar a uma concentracdo de 10°
(Gréafico 10). Foi realizado também imunohistoquimica com a presenca de células de cajal

(ckit+).

Grafico 12 — Registro de um experimento com tira de corpo cavernoso humano, com a adi¢ao

do IWP com concentragdes crescentes.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Grafico 13 — Graficos em barra, comparando as diferengas de frequéncia e a amplitude das

contragdes espontaneas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 13 — Imunohistoquimica mostrando células ckit +, em lamina de faixa de CCH.
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Fonte: Elaborado pelc; autor‘(202 1).
4.9 Dosagem da Fosfoproteina estimulada por vasodilatador(VASP)

A dosagem defosforilagdo da VASP nas tiras de corpos cavernosos estimuladas com
tratadas com o IWP-051 foram cerca de 3 a 4 vezes maiores que o controle (p> 0,05), houve
também um aumento semelhante nas tiras tratadas com Tadalafila (p>0,05), demonstrando
que essas substancias realmente agem pela via do GMPc. Além disso, quando adicionado o
ODQ, cuja agdo bloqueia a agdo da GCs, houve reducdo da fosforilagdo da VASP, com
diferencga estatistica (p<0,05) (Figura 13). Esses resultados comprovam que as substancias

testadas provocam um aumento da expressdo da VASP, provavelmente estimulando GCs.

Grafico 14 — Grafico em colunas com dosagem de VASP
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
*p<0,05 teste pareado t de Student nao pareado vs controle

# p<0,05 teste pareado t de Student nao pareado IWPvsIWP+ODQ

4.10 Dosagem do GMPc apés o estimulo das substancias estudadas

A dosagem de GMPc do grupo IWP foi cerca de 3 vezes maior que a dosagem de
GMPc no grupo controle com diferenca estatistica significante (p<0,05), a adicdo do ODQ a
substancia testada reduziu consideravelmente a geracdo de GMPc do IWP, demonstrando que
esse estimulador da GCs, tem seu efeito reduzido por esse inibidor da Guanilato ciclase.
Outro dado encontrado ¢ que os niveis de GMPc gerado pelo IWP, foram semelhantes a
outras substincias sabidamente promotoras de geracdo de GMPc e relaxamento do endotélio

do COrpo Cavernoso.

Grafico 15 — Grafico em colunas com dosagem de GMPc dos diferentes grupos.
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GMPc {(pmol/mg Proteina)
"

*p<0,05, teste t de Student ndo pareado vs. controle
#p<0,05 teste t de Student ndo pareado, vs. WP, SNP ou Tadalafila (TAD)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5 DISCUSSAO

O presente estudo pesquisou o efeito de uma nova droga, o IWP-051, um estimulador
da GCs, desenvolvido para o tratamento inicialmente de hipertensdo pulmonar. O tecido
estudado foi o corpo cavernoso humano, dissecado em doadores ndo-vivos de 6rgaos, testado
em banhos organicos. Mesmo considerandoa nobreza do tecido, trabalhou-se com uma
amostraimportante para os experimentos.

Ap0s o estimulo com Fenilefrina (PE 10uM), todos os corpos cavernosos produziram
uma curva de contra¢do acima de 2g, mais de 100% da linha de base, mostrando a presenca de
receptores al. Essas contragdes foram, em sua maioria, sustentadas, podendo ser realizados os
experimentos. Esses resultados foram visualizados em outros estudos com corpo cavernoso

humano (LEITAO JUNIOR et al., 2016; RAJFER et al., 1992; SILVA et al., 2005; SOUSA et
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al., 2010), assim como corpo cavernoso de coelho (REGADAS et al., 2008; RAJFER et al.,
1992).

A adigao da droga estudada nos banhos de tecidos provocou um relaxamento maximo
(Emax) de 107,3% + 2,98%, com uma poténcia (pEC50) de 6,289+/- 0,097. Esses dados
comprovam que o IWP-051 ¢ potente e eficaz. Em um trabalho de metodologia semelhante,
também utilizando CCH de pacientes doadores para transplante, Leitao Jr et al. (2016)
estudaram o BAY 41-2272, um farmaco indutor da GCs NO-independente, amplamente
estudada em experimentos anteriores. (LEITAO JUNIOR et al., 2015)

BAY 41-2272 foi capaz de produzir um relaxamento de 107,4%, com pEC50 de 5,64,
dados muito semelhantes ao encontrados com IWP-051. Esses dados demonstram que os
efeitos desses dois farmacos sdo semelhantes, ¢ que ambos sdao fortes relaxadores da
musculatura lisa cavernosa humana. Baracater al. (2003) testaram esse composto em corpos
cavernosos de coelho e humanos, onde o farmaco produziu um Emax de cerca de 100% tanto
em CC de coelhos como em CCH.

Ja testando essa substancia in vivo, Bischoffer al (2003) demonstraram que o efeito
dessa substancia sem a adicdo de um doador de 6xido nitrico ¢ fraco, alcan¢ando sua agao
maxima quando adicionada ao SNP nitroprussiato de s6dio (um doador de NO).

Outra droga estimuladora de GCs testada foi o BAY 60-4552, esse composto, testado
em corpos cavernosos de humanos, mostrou uma capacidade de relaxamento de cerca de 17%,
muito abaixo do relaxamento encontrado no presente trabalho (ALBERSEN et al., 2013).
Essa diferenca pode ser explicada pela diferenga de capacidade de relaxamento da substancia
ou, por outro lado, pode ser pelo fato de que essa substancia ter sido testada em pacientes com
algum grau de disfuncao erétil. Esses corpos cavernosos estudados possuiam algum grau de
disfuncdo endotelial, com deplecdo de NO e alteracdo da GCs, sendo confirmada ao realizar o
experimento com o inibidor da NOs L-NAME.

Outra comparacao importante realizada nesse trabalho foi com um inibidor da PDE 5,
a Tadalafila, droga de uso comercial no tratamento do DE. Foi comparado o efeito relaxante
maximo, a curva dose resposta e a poténcia da Tadalafila e do IWP-051 (Grafico 2).

Comparando as duas curvas dose resposta, ndo se viu uma diferenga estatistica entre
os dois relaxamentos maximos, mostrando que em relacdo a capacidade de relaxamento
(Emax) e a poténcias (pEC50) eram semelhantes nas duas curvas dose resposta.

Os iPDE5 sdo drogas de escolha para o tratamento da DE(CORBIN, 2004).

Estudando a Vardenafila em outro estudo com CCH saudaveis, Leitdo Jr er al. (2016),
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demonstraram que ela possui uma capacidade de relaxamento inferior ao FOR8011 e também
ao BAY 41-2272, mesma classe da droga estudada.

Dentre os farmacos disponiveis na pratica clinica, a Vardenafila tem-se mostrado a
droga mais potente e que produz o maior relaxamento in vitro(TEIXEIRA; PRIVIERO;
WEBB, 2006; TOQUE et al., 2009). Comparando as trés principais substancias Sildenafila,
Vardenafila e Tadalafila, em banhos de corpos cavernosos de humanos, Toque et al. (2009)
mostraram que a Tadalafila produzia um relaxamento maximo significante, apesar de inferior
aVardenafila.

Testando essas trés substancias em anéis de aorta, Teixeira et al.(2006) mostraram que
a Vardenafila era superior aos outros dois iPDE5. Em um trabalho de Sharabier al. (2004),
utilizando corpo cavernoso de coelho, o Sildenafil, na concentracao de 1x 10° M, produziu
um relaxamento de cerca de 60% no tonus produzido pela PE. Esses resultados, demonstram
que a substancia testada tem em si uma capacidade de relaxamento importante, com pelo
menos mesmo efeito relaxante que os IPDES e com poténcia semelhante.

Desde a descoberta do 6xido nitrico, tem-se implicado a esse neurotransmissor o papel
de principal substancia responsavel pela erecdo humana (BURNETT et al., 1992). A presenca
da NO sintase em corpos cavernosos, confirmou esse papel, principalmente apds estudos de
Burnett e cols. A L-arginina ¢ o substrato para a formagdo do 6xido nitrico, ¢ quando
adiciona-se essa droga no banho bioldgico, ocorre um relaxamento do tecido
(KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004).

Nesse contexto, para avaliar se a droga tem algum papel na modulagao ou estimulo da
NOS, ou dependéncia do NO endodgeno, foi utilizado o inibidor da NO sintase, o L-NAME,
adicionado 30min antes da contragdo com PE. A adicdo dessa substancia ndo provocou
diminui¢do do relaxamento maximo (p>0,05). Porém, houve um significativo deslocamento
da curva para a direita com importante forca estatistica (p<0,0001)(Grafico 3). O relaxamento
maximo produzido pela adi¢do de L-NAME foi 117,25% =+ 4,65%, com um pEC50 de 5,429 +
0,08 (p<0,0001). Estes dados sugerem que a acao da droga ¢ dependente do NO endogeno
produzido para manter que alcance o relaxamento maximo com uma menor concentragdo. A
adi¢do do L-NAME reduziu em mais de 10 vezes a poténcia.

Baracater al. (2003), testando o BAY 41-2272 em corpos cavernosos de coelho e
humanos, encontrou um desvio da curva de relaxamento dose resposta para a direita
indicando, pela alteragdo do pEC50, que essa substancia precisa do NO enddgeno, produzido
pela NOS para gerar o seu efeito. Outro dado muito interessante que contribui para essa visao

¢ que na verdade essas substancias estimuladoras da GCs, potencializama produgdo de
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GMPcGCs, catalisando o efeito do NO (FRIEBE; KOESLING, 1998). Isso pode ajudar a
explicar por que altera apenas a poténcia e se mantém o efeito maximo. Resultados desse
estudo foram muito semelhantes, confirmando que o NO enddégeno promove um efeito
sinérgico e interdependente com os estimuladores da GCs.

Teixeira et al. (2007) também demonstraram que a adi¢do do L-NAME provoca um
deslocamento para a direita, e acrescentou nesse resultado que o responsavel por esse efeito ¢
o bloqueio da NOSe.(TEIXEIRA; PRIVIERO; WEBB, 2007) Outras classes de droga foram
testadas por essa via de agdo. Filippi e cols. testando uma droga doadora de 6xido nitrico
(NCX4050) em faixas de tecidos de corpos cavernosos humanos, quando adicionado L-
NAME, nio alterou a capacidade relaxante da droga (FILIPPI et al., 2003).

Seidler e cols testaram varias drogas doadoras de 6xido nitrico em faixas de tecidos de
corpos cavernosos de humanos. Esses farmacos, os nitroso tiois e o nitrato de sildenafila, ndo
tiveram seu efeito bloqueado pela adigdo de L-NAME (SEIDLER et al., 2002).

Leitdo Jr et al. (2016), ao testar o FOR8011 em CCH, mostraram efeito semelhante,
nao alterando nem em relaxamento maximo nem em poténcia. Isso ocorre porque os doadores
de oxido nitrico ndo produzem seu efeito através da indugdo da NOs, e sim agindo
diretamente na ativagdo da guanilato ciclase (LUNARDI, 2009).

A ativagdo direta da Guanilato ciclase nas células da musculatura lisa docorpo
cavernoso ¢ a principal a¢do do NO e esse mecanismo tem sido alvo de variaspesquisas para o
desenvolvimento de novas drogas (ANDERSSON, 2011; ARNOLD et al, 1977;
KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004; MURAD, 2004).

A guanilatociclase soluvel possui dois sitios alostéricos: um sitio Heme na subunidade
alfa, que € oprincipal sitio de ligagdo do NO, e, portanto, mecanismo de acdo das drogas
doadorasde 6xido nitrico; e outro mecanismo na subunidade beta, chamado de sitio do YC-1,
queativa a Guanilato ciclase independente da ativacdo do NO (ANDERSSON, 2011; KALSI
et al., 2003; MULSCH et al., 1997;MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017). Os dois
mecanismos atuam ativando a enzima e elevandoa concentracio de GMPc (segundo
mensageiro intracelular), tendo como substrato oGTP. Essa concentragdo atua em trés vias:
canais de ions, Fosfodiesterases ¢ ProteinoQuinases (FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010).

No intuito de avaliar o papel da guanilato ciclase soluvel no mecanismo deacdo da
substancia testada, foi adicionado ao banho de tecidos o inibidor da guanilatociclase soltvel
(ODQ 10uM), 30 minutos antes da contracdo com fenilefrina a 10uM.Essa dose ja foi
utilizada em outros trabalhos, sendo uma dose suficiente para alcancarseu efeito

(BONAVENTURA et al., 2007a). O objetivo desse experimento foi identificar se asubstancia
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age através da ativacdo da guanilato ciclase solivel. A NOS geralmente libera o NO que ativa
a GCs através da sua ligagdo com o sitio Heme, catalisando a formacdo de GMPc(LUCAS et
al., 2000;PETERS et al., 2018).

O ODQ altera o estado de oxidagao do sitio Heme, onde o NO age, porém nao altera o
efeito da GCs(ZHAO et al., 2000;EVGENOV et al., 2006). A adi¢do do ODQ 10uM nao
alterou o relaxamento méaximo da droga, mantendo-se acima dos 100% de relaxamento.
Porém, reduziu em mais de 10 vezes a poténcia da droga (pEC50 reduziu de 6,2 para 5,0),
com significancia estatistica (p<0,0002). Esses dados convergem com o apresentado por
outros estimuladores da GCs.

Em um trabalho com traqueia de ratos, Toque et al. (2010), identificaram uma
importante alteracdo na poténcia da droga estimuladora de GCs BAY 41-2272, com
deslocamento da curva dose resposta para a direita, causando bloqueio da agdo relaxante da
droga, identificando o sitio Heme, como local efetor do mecanismo de ag¢do da droga.
Resultados semelhantes, em CCH e de coelhos foram encontrados por Baracatet al. (2003).

De acordo com Leitdo Junior et al. (2016), em outras classes de drogas, esse efeito foi
mais evidente, testando o FOR8011, metalo-farmaco doador de NO, a adicao de ODQ, causou
um bloqueio importante no efeito relaxante da droga, com diferencga estatistica consideravel.

Bonaventuraer al. (2007), utilizando corpos cavernosos de coelho, testaram um
metalo-farmaco do complexo nitrosil ruténio. Os experimentos demonstraram que a adi¢do de
ODQ ao banho de tecidos provocou uma diminui¢do importante do EMAX, além de uma
diminui¢do da poténcia da substancia (pEC50), o mesmo efeito foi encontrado na a¢do do
ODQ em banhos com SNP.

Cerqueira et al. (2008), testando outros compostos dois compostos do complexo
nitrosil ruténio em corpos cavernosos de coelho, adicionaram ao banho de tecidos ODQ em
doses crescentes de 10 a 100uM. Esse experimento resultou em um bloqueio total do Emax
dos farmacos, principalmente na dose de 100uM. Nesse estudo o autor concluiu que esses
farmacos agiam principalmente na via NO/sGC/GMPc, e esse efeito de bloqueio total pode ter
sido devido a utilizacdo de doses altas do ODQ.

Utilizando faixas de tecidos de corpo cavernoso humano, Seidlerer al. (2002) testaram
varias drogas doadoras de 6xido nitrico (S-nitrosotiois). A adigdo de ODQ aos banhos causou
um bloqueio de cerca de 80% no relaxamento dos componentes. Dados desse estudo
demonstram que o uso do ODQ altera o sitio de ligagdo do NO, impedindo que o NO
enddgeno estimule o aumento da poténcia do IWP-051, diminuindo a sua pEC50, requerendo

uma maior concentracao substancia para alcangar o relaxamento maximo.
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Nesse contexto de deplecdo de NO, ou que o sitio HEME dependente encontra-se
oxidado, talvez os ativadores de GCs possam ter um efeito mais importante, tendo sua
capacidade de relaxamento ampliada nesse contexto (SANDNER; BECKER-PELSTER;
STASCH, 2018; THOONEN et al., 2015).0 efeito desses ativadores, em sinergia com o
IPDES em corpos cavernosos com disfuncdo endotelial, ja fora demonstrado (ALBERSEN et
al., 2013)

Os canais de ions ndo-juncionais possuem funcdo primordial, tanto namanuten¢ao
como no bloqueio do tonus da musculatura lisa, que apesar de bastantecomplexa, ja ¢ bem
estudada e compreendida atualmente (ANDERSSON, 2011; CHRIST, 2000).

Esses canais sdo responsaveis pela manutengdo da hiperpolarizagdo da membrana
celular, que em ultima analise permitem o aumento ou diminui¢ao do influxo de célcio para o
meio intracelular desencadeando a contragdo ou relaxamento do  midcito
(VENKATESWARLU et al., 2002; ABSI et al., 2019). Isso vale para todos os tipos de vasos,
como também para o corpo cavernoso humano (HOPPNER et al., 1996).

Dentre todos os canais, os mais estudados e envolvidos na fisiologia e no estudo de
novas drogas para DE, sdo os canais de Potassio dependente de ATP (Karp), € 0s canais
Maxi-K calcio-sensivel (BKCa) (OLIVER et al., 2000). Véarias drogas vasodilatadoras agem
através dos canais Katp, como o pinacidil(VIDEBAEK; AALKJAER; MULVANY, 1988),
cromakalium, minoxidil, (LONGMAN; HAMILTON, 1992) e fentolamina(SILVA et al.,
2005).

Para avaliar o papel dos canais de potissio realizou-se um experimento com a
contragdo com solugdo despolarizada que avalia o efeito dos canais no relaxamento induzido
por IWP-051. Nesse experimento observou-se uma importante alteragdo do relaxamento
maximo alcang¢ado, com queda de cerca de 20% do efeito méximo p<0,0001, e com claro
desvio da curva para direita. Existem dois mecanismos que podem explicar esse efeito, ou
houve ativacao dos canais de potassio pelo NO, ou pela ativagdo desses canais pelo GMPc.

Avaliando novos compostos do complexo nitrosil-ruténio, Bonaventuraet al. (2007),
trabalhando em anéis de aorta adicionou um bloqueador ndo especifico dos canais de potassio
(TEA). Esse experimento demonstrou alteracdo na EMAx e do pEC50 do composto, quando
adicionado o inibidor da Guanilato ciclase (ODQ), nao houve relaxamento do tecido.

Nesse mesmo trabalho, no experimento com SNP, quando adicionado o TEA, houve
perda importante do relaxamento maximo do mesmo, e quando incubado com ODQ, aboliu-se
totalmente o efeito relaxante da substancia, podendo inferir que uma parte do efeito foi

realizado através de canais de potassio (BONAVENTURA et al., 2007a).
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A partir desses resultados tentou-se estudar os canais de potdssio ATP-dependentes
(KATP) norelaxamento induzido pela droga estudada, adicionando-se ao banho de tecidos
obloqueador desse canal Glibenclamida (10uM). A adigdo dessa substancia ndao causou
alteragcdo na capacidade de relaxamento do IWP-051. Esses dados sugerem que a droga nao
age ativando os canais KATP, pois ndo houve alteracdo no relaxamento maximo ou no
pEC50. Faltam estudos que avaliem esses canais de potassio em estimuladores de GCs.

Em CCH, foi testado o FOR8011 com bloqueador glibenclamida, e nesse estudo nao
houve diferenca no efeito dessa substancia. Celleker al. (1996), avaliando agentes doadores de
NO em corpos cavernosos de humanos e coelhos bem como no musculo anococcigeo de
coelho, demonstraram que a agdo destas substancias se faz através da ativacdo da GCs e
producdo de GMPc e ndo por acdo direta em canais de ions (BIVALACQUA et al., 2004;
CELLEK; KASAKOV; MONCADA, 1996).

Lee e Kang (2001) sugeriram que a produgdo de GMPc provocaria a ativacdo da
proteina quinase especifica do GMPc (Proteinoquinase— PKG) e esta enzima atuaria na
fosforilagdo dos canais de calcio de longa duracdo tipo L, inibindo a saida do célcio das
organelas intracitoplasmaticas e o aumento de sua concentracdo no citosol, o que provocaria
relaxamento celular.

Alguns trabalhos tem demonstrado o papel do NO na ativacdo direta de canais de
potassio. Além dos canais de potassio ATP-dependentes, o NO ativa varios outros canais,
sendo o KCA outro canal ativado pelo NO (FELETOU, 2009). A ativagio desses canais se da
por trés mecanismos: Através do GMPc, ligagdo direta do NO (na forma de S-Nitroso-thiois)
no canal de potassio, e prevencio da formagio do bloqueador(FELETOU, 2009). Todos esses
dados sugerem que o farmaco ndo produz agdo ativando canais de potdssio KATP, e sim
diretamente a sGC, como definido em estudos preliminares, e possivelmente outros canais de
potéassio podem estar envolvidos, para definir isso teriamos que realizar outros experimentos
com TEA e outros bloqueadores especificos de cada tipo de canal de potéssio.

A contracao da musculatura lisa do corpo cavernosa ¢ o que faz o corpo cavernoso
manter o estado flacido e retorno a esse estado chama-se detumescéncia(ANDERSSON,
2011; MACDONALD; BURNETT, 2021). Esse estado ¢ mantido por trés principais
mecanismos: o aumento de concentragdo de fatores contrateis derivados do endotélio,
neurotransmissor adrenérgico e contragdes miogénicas intrinsecas (LINDER et al., 2005).

Virios estudos tem tentado provar o efeito sinérgico dos estimuladores de GCs com
outras drogas que agem em diferentes mecanismos dentro da via do NO/GC-

GMPc(ALBERSEN et al., 2013; BISCHOFF et al., 2003; CLAUDINO et al., 2011; OUDOT
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et al.,, 2011). Essa busca por esse efeito sinérgico, advém, pois em situagdes em que ha
diminui¢do da concentragdo de NO, o efeito dos IPDES, ¢ limitado. Uma estratégia
interessante, seria, na deficiéncia de NO vocé testar uma droga que aumentasse a
disponibilidade desse composto, ou substancias que induzissem diretamente a produgdo do
GMPc(ALBERSEN et al., 2013).

Um interessante mecanismo para promog¢ao do relaxamento da musculatura cavernosa
¢ a via de RhoA/kinase. A manutencao do estado de contragao da musculatura lisa ¢ feita
através principalmente do aumento da concentragdo citosolica de Ca2+ através dos fatores de
contracdo (noradrenalina, ET-1, etc) que ativam seus respectivos receptores via proteina G,
gerando seu efeito via calmodulina, ativando a miosina de cadeia leve (MLC) a fosforilar,
promovendo a ligagdo da miosina coma actina (SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).

Contudo, somente esse aumento nao explica qual motivo, de que essa fosforilagao nao
¢ proporcional a concentracdo intracitoplasmatica de Ca2+. Depois comprovou-se que a
RhoA ¢ uma enzima que sensibiliza o Ca2+, diminuindo a a¢do da enzima MLC fosfatase,
aumentando a fosforilacdo da MLC, causando em ultima analise a contracdo da fibra
muscular lisa sem aumento da concentra¢cdo do Ca intracitosplamatico(SECCIA et al., 2020).

Os efeitos da RhoA se dao com ativagdo da enzima ROCK, que promove a contra¢ao
através do mecanismo citado. Esse mecanismo parece importante na manutencao do estado de
flacidez peniana, pois a concentracdo de RhoA e ROCK ¢ 17 vezes maior na musculatura
cavernosa do que no ileo (UVIN et al., 2017).

Estudou-se o efeito da adicio de um inibidor da RhoA/ROCK (HA-1077) no
relaxamento do corpo cavernoso. Esse experimento ndo mostrou nenhum efeito adicional ao
relaxamento ja encontrado pelo IWP-051, nem no que diz respeito ao relaxamento maximo
nem ao aumento de poténcia.

Em um estudo classico, testando o Y-27632, em corpos cavernosos de ratos,
ChitaleyeWebb (2002)comprovaram o efeito relaxante dessa droga, identificando se tratar de
uma independente da via do NO. Contudo, em trabalhos posteriores, foi visto que a remogao
do NO, ou células endoteliais, ou bloqueio da GCs, reduziam o efeito dessa classe de drogas,
sugerindo que o efeito final da via do NO ¢ a inibi¢do da Via da RhoA/ROCK.

Por agirem em vias de relaxamento separado, o efeito aditivo de duas substancias pode
melhorar o efeito relaxante das drogas. Testando o mesmo Y-27632 em CCH, de pacientes
com DE, a adi¢ao da Vardenafila melhorou consideravelmente o relaxamento das faixas de
tecidos de corpo cavernoso, mostrando um bom efeito sinérgico entre essas duas classes

(UVIN et al., 2017).
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Em outro estudo objetivando avaliar o efeito sinérgico dessas classes de medicagao,
utilizando inje¢do intracavernosa em CC de ratos, Wilkeset at. (2004), encontraram resultados
semelhantes com efeito sinérgico positivo. Nao ha estudos que associam o uso de um indutor
da GCs e um inibidor da ROCK, talvez essa combinac¢ao nao acrescente melhora do Emax, ou
da poténcia.Por outro lado, esse efeito de adicdo de relaxamento nao foi alcangado pois as
tiras de corpos cavernosos utilizados foram sem disfun¢do endotelial, e o efeito de
relaxamento maximo ja foi alcancado. Sendo assim, essa combinacao pode ter seu papel em
corpos cavernosos disfuncionais.

Durante a realizacdo dos experimentos, notou-se que algumas faixas de tecidos de
corpos cavernosos exibiam contragdes rapidas, durante o periodo de relaxamento. Esse efeito
era mais proeminente quando o experimento era realizado no dia da captacao do espécime.

De acordo com Andersson e Wagner (1995), um dos mecanismos de manutencdo da
flacidez peniana sdo contragdes miogé€nicas intrinsecas. Apenas em ou outro manuscrito,
foram descritas essas contragdes espontaneas em CC de coelhos, ndo sendo mais descrito em
trabalhos posteriores (HOPPNER et al., 1996). Outros trabalhos, utilizando eletromiografia de
corpo cavernoso demonstraram as ondas lentas eram responsaveis pela manutencdo da
flacidez peniana(KELLNER et al., 2000; MACHTENS et al., 1997).

Devido ao tipo de contracdo, especula-se tratarem de contragdes miogénicas, € O
mecanismo de acdo ainda é obscuro. A presenca de marcapassos celulares (células de cajal)
em algumas faixas de corpos cavernosos (Figural2) podem representar que essas células
podem possuir papel importante nessas contragdes. Outros estudos comprovaram a presenga
tanto em CCH (SHAFIK; SHAFIK; SHAFIK, 2009), como também em uretra, bexiga e ureter
(MCCLOSKEY; GURNEY, 2002; PEZZONE et al., 2003).

Acreditando que essas contragdes possuem algum papelna manutencdo do estado de
flacidez peniana, estudou-se o efeito do IWP-051 tanto na frequéncia, como na amplitude de
onda das contracdes. No trabalho, comprovou-se que o uso da substancia abole tanto a
frequéncia como o a amplitude quando é adicionada a concentragdo de 10°M podendo
contribuir para o inicio da cascata de relaxamento do CCH.

Estudando corpos cavernosos de coelho, Hoppnerer al. (1996), descreveram essas
contragdes pela primeira vez, descrevendo que as mesmas sdo diminuidas com nifedipina e
doadores de NO.Christer al, demonstraram que essas contragdes miogénicas espontaneas
eram comuns até 24h apoés a retirada dos corpos cavernosos. Além disso, elas pareciam ser
mediadas pelas ciclooxigenases. Outro dado adicional, que diverge dos nossos dados, ¢ que

essas contragdes eram bastante heterogéneas, enquantoem nosso estudo podemos notar que as
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mesmas eram bem constantes ¢ bem semelhantes.(CHRIST et al., 1990). Mas até agora, em
nosso conhecimento, foi o primeiro estudo que avaliou o efeito de uma substancia relaxadora
nessas contragdes miogénicas, com resultados bastante promissores.Claro que esses dados sao
preliminares e outros estudos precisam ser realizados para definir o papel dessas contracdes
no mecanismo de flacidez peniana. Supde-se também que essas contracdes podem ser
estimuladas pelas células de Cajal.

Os efeitos da via NO/GMPc vao ser finalizados na estimulagdio de uma
proteinoquinaseGMPc dependente(DEFAWE et al., 2010). A fosforilagdo da VASP ¢ um dos
efeitos finais dessa via, sendo a VASP uma fosfoproteina pertencente a
familiaEna/VASPenvolvidas na dindmica da regulacdo do citoesqueleto, comoinativagdoda
agregacao plaquetaria (BUTT et al., 1994), nucleacdo dos filamentos de actina(JIN et al.,
2005) recrutamento de profilina e G-Actina.Além disso, ela ¢ encontrada ndo somente em
estruturas de adesdo, como também na membrana plasmatica propiciando protusdao
lamellipodial e as pontas filopdiais, necessarias tanto para a movimentacdo celular como
fagocitose(WALDERS-HARBECK et al., 2002).

Ao utilizar a dosagem da fosforilagdo da VASP, define-se que a droga age ativando
essa via. Os resultados encontrados mostraram que a concentracdo defosforilacdo da VASP
encontrada no grupo IWP ¢é cerca de 3 vezes maior que o grupo controle. A utilizagdo do
ODQcausou a reducdo de cerca de 30%da fosforilagdo em comparacdo ao da substancia
isolada. Esses dados sugerem fortemente que a agdo do IWP se da pela via do GMPc. Esses
dados sdo concordantes com a literatura.

Estudando tiras de artéria mesentérica sem endotélio em ratos, Banday e Lokhandwala
(2019) demonstraram que uma droga doadora de NO, relaxava esses tecidos, € aumentaram a
concentracdo de pVASP. Além disso, foi demonstrado, que assim como o IWP, por agirem na
porcdo HEME da GCs, a adicdo de ODQ bloqueou a ativagdo da PKG. A oxidagdo causou
bloqueio na a¢ao do doador de NO, reduzindo a pVASP.

Outras substancias como o ativador de GCs,BAY 60-2770, obtiveram resultados
semelhantes aumentando a concentragdo de pVASP, utilizando um modelo de crescimento
arterial em ratos. A adi¢do desse composto foi capaz de aumentar consideravelmente os niveis
de fosforilagdo da VASP(HOLT et al., 2016).

Nessa mesma metodologia, Joshiet al. (2011), obtiveram uma concentracao de pVASP
cerca de 3 x maior que o veiculo, esse dado ¢ muito interessante, pois essa droga ¢ um
estimulador da GCs, mesma classe da droga testada neste trabalho, e coincidentemente

produzindo alcangando o mesmo poder de efeito de fosforilagao.
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Para determinar se definitivamente o farmaco estudado tem como mecanismo de
acdo a inducdo da GCs, foi realizada a dosagem da concentragdo do GMPc nos fragmentos de
corpos cavernosos. Os dados recolhidos apds analise da quantificagdo de GMPc intracelular
demonstraram que os fragmentos de corpos cavernosos tratados com o IWP apresentavam uma
concentragdo de GMPc cerca de 3x maior que o veiculo (controle).

Além disso, quando adicionado o ODQ, houve uma reducao importante da geracao
do GMPc, sendo estatisticamente significante. Esses resultados comprovam que o IWP-051
produz GMPc através da inducdo da GCs, e a reducdo alcangada pela adicao do ODQ,
confirmam a ag¢do da sustancia no sitio HEME NO-dependente. Testando um doador de NO, e
corpos cavernosos humanos, a concentragdo de GMPc nesse estudo foi maior no grupo tratado
com a substancia, cerca de 74% a mais que as tiras tratadas com o veiculo DMSO, e houve
também bloqueio importante com o uso do ODQ (LEITAO JUNIOR et al., 2016). No estudo de
Seidleret al (2002), a droga com maior capacidade relaxante maxima foi o SNP, porém a
substancia (NCX911) foi a que mais produziu GMPc, apesar de produzir uma menor resposta
maxima.

Esse trabalho ¢ o primeiro que demonstra o efeito relaxante da droga indutora de GCs
IWP-051 em faixas de tecidos de corpos cavernosos humanos. Além disso, utilizando uma
grande amostragem, realizou-se multiplos experimentos para demonstrar tanto a eficacia da
substancia, como elucidar alguns mecanismos de ac¢do da mesma. Outra importante
contribuig¢do foi a realizagdo de experimentos com substdncias que poderiam agir
sinergicamente no efeito relaxante dessa classe droga. Ainda nos experimentos, demonstrou-
se que ofarmaco gera uma concentragdo importante de GMPc e fosforilagido da VASP,
definido o mecanismo de agao através da via NO/GMPC.

Adicionalmente,um dado complementar desse estudo foi a descri¢do das contragdes
miogeénicas espontaneas oriundas do corpo cavernoso. Esses resultados ja foram encontrados
por outros autores, porém nao foram valorizados. Essas contragdes podem ser importantes
para explicar os mecanismos fisiologicos do estado de flacidez penianae o inicio do
relaxamento, j4 que essas sdo reflexo de um sincronismo das células da musculatura lisa
cavernosa. O teste de novas substancias nessas contracdes pode abrir um grande leque de
possibilidades experimentais, mostrando no futuro um grande caminho para o
desenvolvimento de outras drogas. O proximo passo para esses experimentos sera testar esse
farmaco em corpos cavernosos com disfungdo endotelial, para avaliar os seus efeitos em
condi¢cdes que outras substincias falham. E finalmente testar em ensaios clinicos com

pacientes.
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O trabalho atual conclui que, o IWP-051 ¢ um potente agente de relaxamento da
musculatura lisa em corpos cavernosos de humanos, atuando na indu¢do da enzima guanilato
ciclase soluvel. A adi¢ao de IPDE 5 e inibidores da RhoA/kinase ndo demonstrou beneficio
no efeito relaxante maximo ou na poténcia.

Estudos adicionais in vitro poderiam ser desenvolvidos, utilizando-se mais amostras,
investigando-se mecanismos de acdo diferentes como: ativagdo de canais de outros ions,
avaliacdo do movimento intracelular de ions célcio e a dosagem direta de outros segundos
mensageiros além do GMPc, para caracterizar outros mecanismos de agao.

Estudos in vivo, utilizando modelos animais, também sdo necessarios para avaliar a
relacdo entre pressdo arterial e pressdo intracavernosa e estimulagdo do nervo cavernoso. Os
estudos sugeridos poderiam indicar provaveis aplicagdes clinicas no futuro de indutoras da

GCs.
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6 CONCLUSOES

1. O Farmaco IWP-051 possui um efeito relaxante da musculatura lisa de corpos cavernosos
de humanos.

2. O Farmaco possui efeito, in vitro, comparavel a Tadalafila.

3. O agente tem sua ac¢do diminuida na auséncia de NO endogeno.

4. O IWP-051 atua no sistema de sinalizagdo celular NO/GMPc, estimulando a enzima
guanilato ciclase soluvel

5. Parte do efeito da droga esta relacionada com a ativac¢ao de canais de potassio

6. Nao ha aparente ativagdo dos canais de potassio dependente de ATP, durante o processo
de relaxamento da musculatura lisa cavernosa.

7. Ha indicios que de que ndo ha efeitos sinérgicos com inibidores da ROCK

8. O IWP-051 abole as contragdes espontineas do CC com concentragdes superiores a 107
M.

9. O IWP-051 gera uma importante concentracdo de VASP, com efeito parcialmente abolido
pela adicdo do ODQ

10. O IWP-051 gera uma consideravel concentragdo de GMPc, com efeito diminuido pela

adi¢dao de ODQ
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APENDICE - TERMO DE CONSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacao

Titulo do Projeto:

Pesquisador Responsavel:

Nome do participante:

Data de nascimento: R.G.:

Responsavel legal (quando for o caso): R.G.:

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, do projeto de
pesquisa AVALIACAO DA CAPACIDADE DE RELAXAMENTO DO COMPOSTO
IWP-051, EM FAIXAS DE TECIDOS DE CORPO CAVERNOSO HUMANOde
responsabilidade do (a) pesquisador (a) ALEXANDRE SABOIA LEITAO JUNIOR

Leia cuidadosamente o que segue e me pergunte sobre qualquer duvida que vocé tiver. Apds ser
esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, no caso aceite fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que consta em duas vias. Uma via pertence a vocé e a outra ao
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sofrera nenhuma penalidade

Pelo presente termo de consentimento, eu (Responsavel/familiar),
(naturalidade) (identidade),
(estado civil), residente a
(endereco), cidade de

, (parentesco) do
(doador), internado no Hospital no dia ,
prontudrio: ,que teve sua morte encefalica as do dia

, € apoOs exames clinicos e complementares por equipe médica especializada,
autorizo, de minha livre e espontanea vontade, a remocao de fragmentos (pedacos) de cerca
de Icm de corpo cavernoso (pequeno pedago da parte interna do pénis), os quais serdao
utilizados para fins de pesquisa cientifica nos termos da lei n° 8.489 de 18 de novembro de
1992, regulamentada pelo decreto n°® 879 de 22 de julho de 1993 e também o DECRETO Ne
9.175, DE 18 DE OUTUBRO DE 2017, que regulamenta a Lei n® 9.434, de 4 de fevereiro de 1997,
para tratar da disposicdo de drgdos, tecidos, células e partes do corpo humano para fins de
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transplante e tratamento. Fui informado(a) claramente que a referida remocao ¢ realizada pela
mesma incisao (corte) utilizada para retirada dos 6rgaos para transplante, e que os fragmentos
destinam-se a fins cientificos (pesquisa in vitro-estudo em laboratorio). A publicagdo dos
resultados deste estudo nao tera identificacdo do doador.

, de de
ass:
(Parente responsavel pela doagao)
Testemunhas:
RG:
RG:

Dr.Alexandre Saboia Leitdo Junior
Pesquisador Responsédvel Universidade Federal do Ceara Tel 85 8890 1044 e-mail:
alex_leitao@hotmail.com

Aprovado pelo CEP/UFC PROPESQ de acordo com a resolugdo 466/12
ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida, sobre a sua participagio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teoéfilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta- feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade
Federal do Ceara responsavel pela avaliagdo ¢ acompanhamento dos aspectos éticos de todas
as pesquisas envolvendo seres humanos.., CEP/UFC/PROPESQ 3366-8346

Aprovado pelo Comité em Etica em Pesquisa com Seres Humanos CEP/IJF
Tel:85-32555093

Titulo da Pesquisa: Pesquisa: AVALIACAO DA CAPACIDADE DE RELAXAMENTO DO
COMPOSTO IWP-051, EM FAIXAS DE TECIDOS DE CORPO CAVERNOSO
HUMANO.

Propdsito: Projeto institucional Informagdes:

O Presente trabalho justifica-se pela nova busca na procura de novas medicagdes para o
tratamento da Disfuncdo erétil (impoténcia sexual). Estima-se que a disfuncdo erétil atinja
cerca de 150 milhdes de homens (McKinlay, 2000). No Brasil, as estimativas apontam que
mais de 40% dos brasileiros entre 40 ¢ 70 anos sofram desta condigao (Moreira et al., 2001) e
que pelo menos um milhdo de novos casos surjam por ano nesta mesma faixa etaria (Moreira,
2002 a e b). Apesar dessa condigdo ndo ser fatal, ndo deve ser considerada um disturbio
benigno, uma vez que pode ter um efeito extremamente negativo na relagao conjugal do
paciente, em sua auto-estima, comprometendo seu bem estar e qualidade de vida.

A hipotese de trabalho sugerida neste estudo ¢ que a substancia IWP-051 pode promover a
erecdo por aumentar o fluxo sanguineo no pénis(possui propriedades vasodilatadoras
importantes no endotélio vascular e na musculatura lisa de corpos cavernosos).
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A obtencao (retirada) do fragmento (pedago) de corpo cavernoso (parte interna do pénis) ¢
realizada com a dissecg@o retropubica (retirada através do abdomen) do corpo cavernoso,
através da mesma incisao (corte) da captacdo dos outros 6rgaos (xifopubiana). Os beneficios
dessa pesquisa ¢ descobrir novas medicagdes para o tratamento da disfuncdo erétil (
impoténcia) . Nao ha riscos para os doadores, pois ndo altera a caracteristica externa, ou seja
ndo da para notar por fora. Nao serdo divulgados nem nome nem caracteristica do doador,
sendo utilizada apenas a amostra de corpo cavernoso para estudo in vitro.

Vale ressaltar que nao ha compensacao financeira relacionada a participacao.
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa e seus procedimentos.

Eu discuti com Alexandre Sabodia Leitdo Junior sobre a minha decisdo em participar. Ficaram
claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
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ANEXOA - MATERIAL CIRURGICO USADO NOS EXPERIMENTOS

2 pingas preensdo tipo mosquito Edlo, Brasil
2 pingas anatomicas tipo addison Edlo, Brasil
1 tesoura oftalmica Edlo, Brasil

2 placas de Petri
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ANEXO B - LIBERACAO DO COMITE DE ETICA DO MINISTERIO DA SAUDE
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