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RESUMO 

 

A deficiência de óxido nítrico (NO) tem sido implicada como um dos principais 

mecanismos de Disfunção Endotelial e de Disfunção Erétil. A busca de novas medicações é 

importante para diminuir o impacto dessa doença. O estudo avaliou o relaxamento, in vitro, 

induzido por um novo fármaco estimulador da Guanilato ciclase solúvel (IWP-051) em 

faixas de tecidos de corpos cavernosos de humanos, retirados de doadores de órgãos para 

transplante não-vivos. Os tecidos, imersos em sistemas de banhos isolados em solução de 

Krebs (pH7,4; 37°C), foram contraídos em solução de K+ 80mM, e posteriormente 

novamente pré-contraídos com Fenilefrina (PE 10µM) e curvas de concentração-resposta 

(10-12 a 10-4) foram obtidas. No primeiro experimento o fármaco era comparado com o 

Tadalafila. Para esclarecer o mecanismo pela qual esse fármaco promove seu relaxamento e 

o seu efeito sinérgico com outras classes foram realizados os seguintes experimentos: 

avaliação do relaxamento alcançado com a contração com K+80mM, adição de um inibidor 

da Óxido Nítrico sintase (NOS), L-NAME (100µM); adição de ODQ (10µM), um inibidor 

da Guanilato Ciclase solúvel; Glibenclamida (10µM), um bloqueador de canais de íons 

potássio ATP-dependente (KATP) e o HA1077 um inibidor da ROCK. Além disso, foi 

avaliado o efeito da droga em contrações espontâneas, ao final dosou-se a fosforilação da 

VASP e o GMPc tecidual. A substância provocou um relaxamento máximo (EMAX) na 

musculatura lisa de corpo cavernoso importante, com potência (pEC50) boa (EMAX = 

107,37% ± 2,98% e pEC50=6,289+/- 0,09787). Comparou-se com a Tadalafila, e não 

houve diferença nem no EMAX (P=0,0817) nem pEC50 (P=0,1823). Apesar de não ter tido 

inibição do efeito relaxante máximo da droga com L-NAME (p>0,05), observou-se um 

importante desvio da curva para a direita, reduzindo a potência da droga em mais de 10 

vezes (p<0,0001). Mesmo efeito alcançado com a adição ODQ (10µM) ao banho no pEC50 

(p<0,001). O EMAX alcançado na curva concentração-resposta com K+ 80mM foi cerca de 

20% menor que a curva com PE (10µM) (p<0,0001). Não houve bloqueio de efeito máximo 

do fármaco com a Glibenclamida (10µM) (p>0,05). A adição da substância aboliu as 

contrações espontâneas na concentração de 10-5M. Houve aumento da fosforilação da 

VASP (3x em relação ao controle p<0,05) com redução parcial com adição de ODQ 

(p<0,05). A concentração 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 é uma substância estimuladora da GCs, potente relaxadora da musculatura lisa do 

corpo cavernoso humano. A substância possivelmente depende da ação da NOS, atua, 



provavelmente ativando a Guanilato ciclase solúvel, produzindo GMPc. Parece atuar nos 

canais de potássio, e não atuam no KATP. Finalmente o IWP, abole as contrações 

espontâneas. 

 

Palavras chave:  Disfunção erétil; Óxido nítrico-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 µm) and concentration-response curves (10-12 to 

10-4M) 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 µm);  addition of 

ODQ (10µM), an inhibitor of  the soluble Guanylate Cyclase; evaluation of relaxation 

achieved with the contraction with 80 mm K +; Glibenclamide (10 µm), 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 EMAX relaxation in smooth muscle of the corpus cavernosum (EMAX 

= 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 (10µM) 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 µm) (p < 0.001). The addition of 10-5M of IWP-051 abolished all 

spontaneous contractions. There was no inhibition or blockade of the maximum effect of the 

drug with Glibenclamide (10 µm) (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 KATP. It abolishes spontaneous contraction. 

 

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

antagonists and inhibitors.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Definição  

 

A Disfunção Erétil é um problema que afeta os homens desde a antiguidade. Até 

meados de 1990, era conhecida por impotência sexual, porém, em 1993, após o consenso do 

Instituto de Saúde dos Estados Unidos da América, definiu-se como disfunção erétil como a 

incapacidade persistente de obter ou manter uma ereção suficiente que possibilite a 

penetração vaginal e uma atividade sexual satisfatória (NIH CONSENSUS 

DEVELOPMENT, 1993). Não se define um tempo específico para definir como uma doença, 

porém comumente estipula-se 6 meses (SOORIYAMOORTHY; LESLIE, 2021). 

 

1.2 Histórico e Etiologia 

 

Apesar de muitos acreditarem que a disfunção erétil é uma doença do homem 

moderno (SKETEL, 1927), os primeiros relatos de impotência datam de 2000a.C., descrito 

em papiros egípcios. Na Grécia Antiga, Hipócrates descreveu muitos casos de impotência 

entre os habitantes ricos da província de Scythia, provavelmente devido ao hábito dos 

mesmos de locomoverem-se a cavalo. Os pobres não apresentavam impotência porque 

andavam a pé(BRENOT, 1994). 

Aristóteles descreveu três nervos que proporcionavam espírito e energia para o pênis e 

propôs que o mecanismo de ereção envolvia o influxo de ar para o pênis (BRENOT, 1994). 

Os Hindus também descreveram em 800a.C. a disfunção erétil e já a colocavam com uma 

possível patologia de cunho psicológico (HERMAN, 1973).  

A Fisiologia da ereção permaneceu por muito tempo obscura, sendo descrita pela 

primeira vez por Aristóteles que afirmava que quando o homem se inflamava de desejo o 

fluxo de ar deixava o pênis erétil. Porém, com os estudos de anatomia de Leonardo Da Vinci, 

foi evidenciada a presença de sangue nos corpos cavernosos de cadáveres humanos em 

ereção, mortos por enforcamento (BRENOT 1994). 

Em 1573, Varolio descreveu a base da fisiologia da ereção, estabelecendo que dois 

músculos isquicavernoso e bulbocavernoso comprimiam o bulbo do pênis, impedindo o 

retorno do pênis (SHAH, 2002). Já em 1668,o alemão Regnier de Graaf desenvolveu essa 

teoria e injetou fluido dentro dos cadáveres, e notou que ao injetar liquído na artéria 

hipogástrica, o pênis imediatamente ficava ereto. (JOCELYN; SETCHELL, 1972). 
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No “Livro da reprodução”, em 1585, Ambroise Paré descreveu em detalhes a anatomia 

peniana, atribuindo à entrada de sangue nos corpos cavernosos, a fisiologia da ereção. Esse 

trabalho foi o primeiro a estabelecer as bases anatômicas e fisiológicas para a Ereção 

(BRENOT, 1994).  

Já em 1948, Kinseymostrava a relação 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 disfunção 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 milhões de homens serão acometidos de Disfunção erétil 

em 2025, um aumento de cerca de 111% em relação aos dados de 1995 (AYTAÇ; 

MCKINLAY; KRANE, 1999). Num estudo recente, com cerca 97000 pacientes acima de 

18 anos em 8 países, inclusive o Brasil, mostrou uma prevalência 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 condição (MOREIRA et al., 2001) e que pelo menos um milhão de novos 

casos surjam por ano nesta mesma faixa etária (MOREIRA JÚNIOR et al., 2002). Dados 

mais recentes, mostraram uma prevalência de cerca de 42% em pacientes acima de 40 anos 

(GOLDSTEIN et al., 2020). 

A etiologia da DE é muitas vezes multifatorial, mas do ponto de vista clínico pode 

ser dividido em orgânico, relacional e psicogênico. No passado, achava-se que a DE seria 

uma doença principalmente psicogênica, contudo, novos dados têm demonstrado que cerca 

de 80% dos casos são orgânicos. Frequentemente, associa-se o componente orgânico a 

fatores psicológicos e relacionais, que no final contribuem negativamente para a qualidade 

de vida do paciente (YAFI et al., 2016). 

Além da idade, outros fatores têm sido implicados para o aumento da incidência de 

DE, sendo eles: doença cardiovascular, hipertensão, hiperlipidemia, diabetes, 
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hipogonadismo, obesidade, tabagismo, alcoolismo, hiperplasia prostática benigna, 

depressão e ejaculação precoce (SOORIYAMOORTHY; LESLIE, 2022). 

Além da idade, dentre os fatores de risco,a doença coronariana é a mais relacionada 

com a DE. Ambas as condições partilhamfatores de risco semelhantes, e a presença de uma 

sempre indica que a outra pode estar presente(SOORIYAMOORTHY; LESLIE, 2022).  

De acordo com Montorsiet al. (2003), 50% dos pacientes com doença coronariana 

submetidos a cateterismo possuem DE associada.Essa correlação pode ser explicadapois 

ambas as artérias (cavernosa e coronariana) tem calibres semelhantes, e as alterações 

ateroscleróticas compartilham a mesma fisiopatologia.A aterosclerose está diretamente 

relacionada com a disfunção endotelial (GUAY, 2005). 

 Em uma metanálisecom mais de noventa mil homens, somente a presença de DE 

aumentou em 44% o risco de eventos cardiovasculares, 62% de Infarto agudo do miocárdio, 

39% de AVC e 25% mais risco de morte.(VLACHOPOULOS et al., 2013). 

Devido ao grande impacto que essa doença representa na saúde do homem, e essa 

grande prevalência, muitos pesquisadores tem buscado entender a fisiopatologia da doença, 

estudando novas modalidades terapêuticas e fármacos eficazes para o tratamento da 

Disfunção erétil. 

 

1.3Bases Anatômicas e Fisiofarmacológicas da Ereção   

 

O pênis, de maneira grosseira, é composto de três corpos separados por septos de 

tecido conjuntivo. Um corpo esponjoso único que sustenta e protege a uretra ao longo da 

superfície ventral do pênis e forma a glande distalmente. Dois corpos cavernosos paralelos se 

estendem ao longo da superfície dorsal do pênis, que além de prover estrutura para o pênis 

funciona como um reservatório de sangue no estado erétil (FIGURA 1).  

Os corpos cavernosos são envoltos por uma camada fibrosa, túnica albugínea(LUE, 

2000; ANDERSSON; WAGNER, 1995). Esses corpos cavernosos são separados por um 

mesmo septo que se comunicam, permitindo a comunicação dos seios venosos. Na parte 

distal, esses corpos cavernosos são cobertos pela glande, que compreendem uma continuação 

do corpo esponjoso que recobre a uretra(YIEE; BASKIN, 2010). 

Compreendem uma rede de sinusóidessupridos pelas artérias helicinais, que são ramos 

terminais das artérias cavernosas. No estado flácido, as trabéculas do músculo liso dos corpos 

cavernosos, os quais sustentam os sinusóides vasculares, estão tonicamente contraídos e 

permitem apenas uma pequena quantidade de influxo arterial (BURNETT, 1992). A liberação 
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de neurotransmissores de terminais dos nervos cavernosos e do endotélio em resposta à 

estimulação sexual resulta em relaxamento do músculo liso do corpo cavernoso e ereção 

peniana.(MACDONALD; BURNETT, 2021) 

O suprimento arterial é compostopor 3 ramos principais e em pares: cavernosa, dorsal 

e bulbouretral. Todos esses ramos são oriundos da artéria pudenda interna, ramo da ilíaca 

interna. A artéria cavernosa bilateralmente emite ramos para dentro do copo cavernoso e vão 

ocupar a parte central dos sinusóides, emitindo as artérias helicinais que são ramos terminais 

da mesma. A artéria dorsal do pênis vai irrigar a glande e seus ramos ermiais fazem 

anastomoses com ramos terminais da artéria cavernosa. (YIEE; BASKIN, 2010) 

A drenagem venosa é realizada por pequenas veias formadas dentro do corpo 

cavernoso, abaixo da túnica albugínea, elas se unem para formar a veia dorsal profunda que 

em última instância forma a veia pudenda interna (LUE, 2002; ABDEEN; LESLIE, 2022) 

(FIGURA 2). Essa distribuição é importante pois a compressão das veias emissárias, entre as 

camadas da túnica albugínea, permite a manutenção da ereção, aumentando a pressão 

intracavernosa, e impedindo a drenagem rápida do sangue intracavernoso(HSU et al., 2003; 

YIEE; BASKIN, 2010). 

 

Figura 1 – Estrutura do corpo Pênis 

 
Fonte: LUE et al. (2012, p. 613). 
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Figura 2 – Suprimento arterial e drenagem venosa dos corpos cavernosos 

 

 

Fonte:Adaptado de YAFI et al. (2016). 
 
 

A inervação peniana pode ser dividida em autonômica (simpática e parassimpática) 

e somática (sensitiva e motora) (PRIETO, 2008). A inervação sensitiva inicia em receptores 

da pele, principalmente na glande, mas também no pênis, uretra e corpo cavernoso.O nervo 

sensitivo principal é o nervo dorsal do pênis que se une a outros nervos pélvicos, formando 

o nervo pudendo interno. Esses feixes nervosos entram na região sacral e sobem pelo feixe 

espino-talâmico até o tálamo e córtex sensitivo(ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). 

Já a inervação simpática advém do plexo hipogástrico, seus neurônios liberam 

noradrenalina e mantém a fase de flacidez peniana. A inervação parassimpática inicia-se na 

medula sacral, liberam acetilcolina, e nos últimos neurônios nitrérgicos, liberam NO 

estimulando a produçãode GMPc, responsáveis pela fase erétil (ANDERSSON, 

2011;YIEE; BASKIN, 2010).  
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Figura 3–Esquema da inervação peniana 

Fonte: GLINA et al.(2002, p. 29). 

 

A função erétil normal envolve três processos sinérgicos e simultâneos: um aumento 

no influxo arterial no pênis, o qual é mediado neurologicamente, relaxamento do músculo liso 

dos corpos cavernosos e restrição do retorno venoso a partir do pênis (BIVALACQUA et al., 

2000). 

 Mais especificamente, 6 mecanismos são implicados em uma ereção eficaz: 1- 

Inicialmente ocorre uma dilatação das artérias cavernosas e arteríolas, com aumento do fluxo 

sanguíneo na fase sistólica e diastólica; 2- a seguir ocorre um represamento do sangue dentro 

dos sinusóides do corpo cavernoso; 3- contração do plexo venoso sobre a túnica albugínea, 

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

capacidade máxima,  reduzindo ao mínimo a saída de retorno venoso ao mínimo; 5- Aumento 

da pressão intracavernosa para 100mmHg ( alcançando a ereção plena); 6- Contração do 
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músculo ísquio-cavernoso (LUE, 2002; ANDERSSON, 2011; MACDONALD; BURNETT, 

2021). 

 

Figura 4 – Estado flácido onde não há compressão do plexo venoso. 

 

  Fonte: Adaptado de LUE et al. (2012). 
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Figura 5 – Compressão do plexo venoso com diminuição do efluxo sanguíneo. 

 
Fonte: Adaptado de LUE et al, 2012. 
 

1.3 O papel do óxido nítrico no relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso 

 

A fisiofarmacologia da ereção ficou muito tempo desconhecida e o papel do 

relaxamento do corpo cavernoso era atribuído à acetilcolina. Em 1980, Furchgott 

ecolsmostraram em um trabalho muito bem desenhado, em faixas teciduais de aorta de coelho 

que a acetilcolina só causava relaxamento da musculatura lisa na presença de células 

endoteliais, que quando as faixas de tecidos eram tratadas para a retirada das células 

endoteliais não relaxavam na presença de acetilcolina. Nesse trabalho, foi sugerida a presença 

de um fator de relaxamento de origem endotelial(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). 

Em 1987, já estava bem estabelecida a presença de um Fator de Relaxamento 

Endotelial, porém ainda não se sabia que molécula era responsável por esse efeito. Havia sido 

sugerido por Furchgott que esse fator de relaxamento poderia ser o óxido nítrico. Em um 

trabalho com cultura de células endoteliais de suínos, estudou-se a atividade do óxido nítrico 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 Óxido Nítrico como fator de relaxamentoe responsável como 

neurotransmissor de fibras não-adrenérgicas não colinérgicas, fez com que o óxido nítrico se 

tornasse um transmissor atraente para a ereção (RAJFER et al., 1992).  

Estudando corpos cavernosos de coelho, Ignarro(1990) descobriu o papel do óxido 

nítrico e ativação da Guanilato ciclase solúvel, no relaxamento da musculatura lisa cavernosa. 

Em 1992, estudando tecidos humanos retirados em cirurgias de prótese peniana colocados em 

banhos de soluções, conseguiu-se definir em testes com eletroestimulação que o óxido nítrico 

é o principal mediador da ereção também em humanos. A ativação da Guanilato ciclase 

solúvel já havia sido provada em 1977 por Arnoldet al. (1977). 

No mesmo ano, Burnett et al. (1992), demonstrou através de estudos com 

imunohistoquímica a presença 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 óxido nítrico, liberado através das 

fibras não-adrenérgicas não-colinérgicas, é o principal neurotransmissor responsável pelo 

relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso, aumentando a produção 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 

et al., 1993) 

A produção de óxido nítrico é realizada por uma enzima chamada Óxido Nítrico 

Sintase (NOS),existindo em pelo menos 3 isoformas(ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). 

A primeira é a NOS1(NOSn), produzido nos neurônios e tem como papel principal o 

neurotransmissor, segunda é a NOS 2 (NOSi) produzida por células como macrófagos, 

hepatócitos células musculares lisas, e é induzida por processo inflamatório, como resposta 

citotóxica, e é ativada independente do cálcio(LUO et al., 2014). A terceira isoforma é a NOS 

3 (NOSe), essa forma é 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 síntese de óxido nítrico, com estímulo neuronal, 

a partir da arginina sob a ação da enzima óxido nítrico sintase neuronal (NOSn) e sua ligação 

com a enzima Guanilatociclase solúvel (GCs) constitui passo essencial para o início e 

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

 

Figura 6 – Esquema representativo da via do Óxido nítrico. 
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Fonte: Adaptado de Murad(2004). 

 

O relaxamento da musculatura lisa cavernosa é realizado através do sistema 

Nucleotídeo Cíclico Intracelular/Proteinoquinase mensageiro. Dois sistemas são implicados 

no relaxamento: o sistema do AMPc e do GMPc, este último ativado pela Guanilato ciclase 

solúvel é a principal via de relaxamento do corpo cavernoso. Esta enzima atua em alvos 

intracelulares fosforilando receptores de inositol trifosfato (PI3), ativando canais de íon 

potássio, causando hiperpolarização celular e diminuindo o transporte de íons cálcio para o 

citosol(XIAO et al., 2019). 

 Estes eventos provocam inativação da enzima miosina quinase de cadeia leve, 

levando à dissociação das fibras de actina e miosina, o que apresenta como resultadofinal o 

relaxamento da musculatura lisa cavernosa, aumento do influxo sanguíneo e ereção 

(ANDERSSON, 2011; CORBIN; FRANCIS, 1999; MACDONALD; BURNETT, 

2021)(Figura 6). 

A dissociação da miosina de cadeia leve é realizada pela enzima Fosfatase miosina de 

cadeia leve (MLPC), cuja ativação promove relaxamento muscular. A enzima ROCK regula 

esse mecanismo, que quando ativada, desfosforila (inativa) a MLPC e permite a ligação entre 

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

 

Figura 7 – Farmacologia da ereção peniana: Vias de relaxamento do corpo Cavernoso.  
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Fonte: Adaptado de LUE et al.(2012). 
 

Os principais mecanismos de relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso 

humano são o aumento do GMPc e a diminuição da sua degradação. A estratégia de aumentar 

a concentração do GMPc pode ser alcançada com drogas doadoras de NO, ou que estimulem 

ou ativem a GCs(TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). A degradação de GMPc e AMPc é 

realizada por uma enzima da família das Fosfodiesterase, que realiza uma reação de hidrólise 

desses sinalizadores(MACDONALD; BURNETT, 2021). Portanto, o resultado é a diminuição 

da concentração intracitoplasmática dos segundo mensageiros AMPc/GMPc.  

Essa enzima foi inicialmente descoberta por Berthet em 1957. Existe mais de 11 

famílias e mais de 50 isoformas das fosfodiesterase, e elas estão presentes em muitas células 

do corpo humano (ANDERSSON, 2011). No corpo cavernoso humano já foram descobertas 

pelo menos 13 isoformas, porém a PDE5 é mais estudada, e encontra-se em altas 

concentrações citoplasmáticas (ANDERSSON, 2011; KÜTHE et al., 1999). 

 

1.5Drogas testadas para o tratamento da Disfunção Erétil 

 

A PDE5 é a fosfodiesterase de maior interesse, e a mais utilizada terapeuticamente. É 

uma enzima formada por duas subunidades idênticas, com cerca de 100000 Da cada uma, 

com um sítio catalítico cada subunidade(CORBIN, 2004; FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 

2010). Os inibidores de PDE5, como o Sildenafila, agem competindo com o GMPc por esses 
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sítios. Essas drogas possuem até 1000 vezes mais afinidade pelo sítio que o GMPc. Na 

ausência da via do NO, essas drogas são ineficazes. Em faixas teciduais de corpo cavernoso, 

se não houver a presença de doadores de NO, essas drogas não induzem relaxamento 

(CORBIN, 2004). 

Outro mecanismo implicado no relaxamento do corpo cavernoso são os doadores de 

óxido nítrico. Estudos iniciais realizados em hipocampo de ratos, Wierasko e cols avaliaram 

a geração de potenciais de ação provocados por doadores de NO nesta região anatômica. Os 

autores demonstraram que a ação destas substâncias depende da liberação de óxido nítrico 

pela ação de um agente redutor.Aincubação de tecidos com oxihemoglobina, um removedor 

extracelular de NO, elimina os efeitos neurofisiológicos destas substâncias (WIERASZKO 

et al., 2001).  

Por causa da meia vida excessivamente curta, a ação de NO em sistemas biológicos é 

de duração muito limitada. Adicionalmente sua degradação fotoquímica e liberação de 

cianeto com efeitos tóxicos importantes limita seu uso clínico, destaca-se ainda serem menos 

efetivos quando dados intracorpóreo(MARTINEZ-PINEIRO et al., 1995;KISHIMOTO et 

al., 2021).  

 Novos compostos doadores de NO que apresentam maior estabilidade química e 

menor toxicidade tem sido objeto de pesquisa. Um grupo destas substâncias, S-nitroso-

glutationa (GNSO) e S-nitroso-N acetilcisteína (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 têm como metal o rutênio, são solúveis em 

água e liberam NO principalmente sob a ação de agentes redutores, foram utilizadas para 

avaliar seu potencial de relaxamento no endotélio vascular. Estas substâncias são 

quimicamente estáveis e solúveis em água, o que favorece sua utilização em sistemas 

biológicos 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 

substâncias promoviam um relaxamento vascular semelhante ao relaxamento induzido pelo 

nitroprussiato de sódio. A pesquisa demonstrou também que as substâncias promoviam 

liberação de NO intracelular, ativava a enzima Guanilato ciclase solúvel e ao contrário do 

nitroprussiato sódico que atua apenas através da liberação de óxido nítrico livre, estas 

substâncias também promovem liberação do ânion nitroxil o que pode potencializar um 
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efeito relaxante adicional. Um mecanismo de ação adicional, utilizado por estas substâncias, 

consiste na ativação de canais de potássio. 

 Em estudo realizado por Christ(2000), este autor identificou, em corpos cavernosos 

humanos, a importância da ativação de canais de potássio no relaxamento daquela estrutura 

tecidual. Nestes experimentos, os principais tipos de canais de K+ envolvidos no 

relaxamento da musculatura lisa cavernosa eram canais sensíveis ao cálcio (K+
ca) e canais de 

potássio ativados metabolicamente (K+
atp).  

Venkateswarluet al. (2002) demonstraram que o relaxamento da musculatura lisa de 

corpos cavernosos humanos poderia ser potencializado, por ativadores de canais de potássio 

sensíveis ao movimento transmembrana de cálcio (K+
ca). Buscando entender o papel dos 

canais de potássio,outros autoresprovaram que o bloqueio de canais de potássio ativados 

metabolicamente (K+
atp) por um inibidor específico, glibenclamida, reduzia 

significativamente o relaxamento produzido em artérias de resistência peniana pelo inibidor 

específico da PDE-5, citrato de sildenafil(PRIETO et al., 2006). 

Bonaventuraet al. (2007) mostraram que a incubação dos tecidos com um bloqueador 

inespecífico de canais de potássio, tetraetilamônio, reduziu significativamente o relaxamento 

induzido pelas substâncias do complexo nitrosil-rutênio.(BONAVENTURA et al., 

2007b)No mesmo estudo, utilizando aorta de coelho os autores demonstraram que umnovo 

doador de óxido nítrico do complexo age doando tanto NO, como NO-(ânionanitrosil), 

enquanto o SNP age somente NO*.Além disso, esse mecanismo não envolve a ativação 

retículo sarcoplasmático. (BONAVENTURA et al., 2008) 

Novas drogas com composições químicas semelhantes têm sido implicadas em 

relaxamento de músculo 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 rutênio são potentes drogas vasodilatadores, e uma delas 

produziam um importante relaxamento no corpo cavernoso, comparável ao SNP. 

Em um estudo bem desenhado, Leitão Júnior(2016) apresentou o efeito de um novo 

metalofármaco (FOR0811), derivado do imidazol, em faixas teciduais de corpos cavernosos 

humanos, de doadores falecidos. Foi demonstrado que essa substância produzia efeitos 

relaxantes semelhantes ao SNP, com potência semelhante a um estimulador direto da 

Guanilato ciclase o BAY 41-2272. Nesse mesmo estudo, foi mostrado que essa droga não 

agia através de canais de potássio (Katp), e que a mesma droga produzia concentrações 

consideráveis de GMPc, superiores estatisticamente ao controle e inferiores ao SNP 

(LEITÃO JUNIOR, 2016).  
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Esses dados contribuem para a ideia de que a via do NO-GCs-GMPc é crucial para 

regular o fluxo sanguíneo nos tecidos. Alterações na função da GCs, como também a 

redução da concentração de óxido nítrico nos tecidos, tem sido implicado em doenças 

cardiovasculares, pulmonares, renal, hepáticas, e também na Disfunção erétil (NAKAI et al., 

2016).  

Contudo, em situações de estresse oxidativo, o mesmo que encontramos em doenças 

cardiovasculares, as espécies reativas de oxigênio (ROS) reduzem o ferro da GCs, não 

respondendo mais a NO (FOLLMANN et al., 2013). Dessa forma, o efeito de drogas que 

agem através da via NO-GCs-GMPc é extremamente limitado, isso inclui os inibidores da 

PDE 5 assim como os doadores de NO. Além disso, esses últimos tem outros dois 

problemas: a variabilidade interindividual de metabolismo e o desenvolvimento de 

tolerância.  

  

1.6Estimuladores e ativadores da Guanilato Ciclase 

 

A guanilato ciclase é um enzima importante para vários mecanismos de sinalização 

celular. Existem dois subtipos que se caracterizam pela localização na célula. A primeira é a 

GC de membrana que se trata de um receptor transmembrana plasmática, cujosagonistas são 

peptídeos como Natriurético tipo A, B e C, além da uroguanilina. (SOUSA et al., 2010). A 

segunda, e mais utilizada como alvo para intervenção farmacológica é a guanilato ciclase 

solúvel,enzima inteiramente citoplasmática que é estimulada principalmente por agonistas 

gasosos (CO e NO), e uma gama de medicações chamadas de estimuladoras e ativadoras. 

(FOLLMANN et al., 2013; GRZEŚK; NOWACZYK, 2021) 

A GC é estimulada por três substâncias, o NO, o peptídeo natriurético e compostos 

exógenos como o Monóxido de Carbono (CO)  (ANDERSSON, 2011). Dois tipos de 

Peptídeos 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 ativação da Guanilato ciclase solúvel é 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 é uma proteína de origem citosólica, composta por duas unidades, uma alfa 
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e uma beta, na qual existe um domínio Heme. Através da ligação do NO nesse domínio, existe 

uma nova conformação na subunidade catalítica, com aumento da produção do GMPc que 

estimula as proteíno-quinases intracelulares, canais de íons e fosfodiesterases, determinando 

seus múltiplos efeitos fisiológicos (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017). 

Uma alternativa aos doadores de NO, são drogas que ativam diretamente a GCs, 

ligando de forma alostérica ao ferro, estimulando a formação 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 disfunção erétil e outras doenças como hipertensão pulmonar e 

outras doenças cardiovasculares(EVGENOV et al., 2006). 

 Dois diferentes subtipos da GCs estão presentes in vivo: a forma reduzida que 

contém o ligante do NO Heme, e a forma que não possui o componente Heme. Em situações 

de estresse oxidativo, o mesmo que encontramos emsituações de disfunção endotelial como 

doenças cardiovasculares, as espécies reativas de oxigênio (ROS) reduzem o ferro da GCs, 

não respondendo mais a NO. (MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017) 

 Nesse contexto, dois tipos de moduladores da GCs foram desenvolvidos, e são 

importantes sinalizadores do sistema cardiovascular incluindo a musculatura cavernosa e o 

endotélio. Esses moduladores são classificados como estimuladores e ativadores.Tais 

compostos são importantes em situações de estresse oxidativo, como já descrito, pois podem 

estimular tanto em situações de diminuição da concentração de NO, como em situações de 

redução do sítio heme da GCs. (EVGENOV et al., 2006). 

 Os estimuladores de GC são drogas que agem em dois mecanismos separados: 

sinergicamente ao NO e direta estimulação do sítio nativo da enzima, independente do NO, 

ligando-se alostericamente ao Ferro, aumentando a produção de GMPc. Já os ativadores da 

GCs agem em GCs com perda do sítio heme, melhorando inclusive a produção do GMPc em 

situações de depleção de NO.(ALBERSEN et al., 2013) 

Várias moléculas estimuladoras da GCs já foram testadas in vitro em corpos 

cavernosos. Teixeira, Priviero e Webb (2007) testaram o BAY 41-2272 em camundongos sem 

a expressão das duas formas de NOs, NOSn e NOSe, em corpos cavernosos. Nesse trabalho, 

eles demonstraram que essa substância relaxou as faixas de tecidos de corpos cavernosos, e 

também aumentaram a concentração de GMPc (dosados por radioimunoensaio), confirmando 

que sua ação se dá com ativação direta da GCs. 

Outras duas drogas que agem diretamente na ativação 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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sítio, gerando o aumento da concentração do GMPc(FRIEBE; KOESLING, 1998; MÜLSCH 

et al., 1997). Essa droga demonstrou in vitro um aumento de 2200 vezes da GCs, na presença 

de SNP (doador de NO) (LEE; MARTIN; MURAD, 2000), e in vivo, quando administrada 

intracavernosa, demonstrou efeitos eréteis, além de aumento do estímulo 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 é maior na presença de um doador de óxido nítrico 

principalmente após a administração intravenosa e oral em coelhos conscientes (BISCHOFF 

et al., 2003).Em faixas de tecido de corpos cavernosos humanos saudáveis, 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 (LEITÃO JUNIOR, 

2016).  

Após a descoberta dessas novas drogas estimuladoras de GCs (BAY 41-2272 e BAY 

41-8543), vários trabalhos na literatura demonstraram a capacidade relaxante dessas drogas 

em modelos animais, principalmente em modelos de Hipertensão pulmonar (EVGENOV et 

al., 2004; SCHERMULY et al., 2008), porém todas elas se mostraram com baixa estabilidade 

metabólica, baixa biodisponibilidade oral (MITTENDORF 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 hipertensão pulmonar (GRIMMINGER et al., 2013).  

Esse fármaco atualmente é utilizado,além dessa doença, no tratamentoda doença de Raynaud, 

e encontra-se em estudos fase 2 para o tratamento de Esclerose Sistêmica e anemia falciforme 

(XIAO et al., 2019).  

Outras substâncias dessa classe com potencial de utilização clínica têm sido testadas, 

porém as que mais se destacam são o Vericiguat (BAY 12-1189), o Praciguat (IW-1973) e o 

IWP -051, sendo que as duas primeiras já possuem estudos para uso clínico (XIAO, 2019). 

Essa última molécula, um estimulador de GCs, objeto de nosso estudo, possui uma 

farmacocinética interessante com apenas uma tomada ao dia, com excelente potência, 

estabilidade, seletividade e efeitos farmacodinâmicos (NAKAI et al., 2016). 

Essas drogas tem grande potencial para o tratamento da disfunção erétil, já que seu 

mecanismo de ação, 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 IPDE5. Não há, até o momento, nenhum trabalho, além do anterior a esse, que tenha 

estudado essas drogas estimuladoras em corpos cavernosos de humanos. 

No presente trabalho, será abordada a ação de uma droga estimuladora da GCs, o 

IWP-051, que já tem sua farmacodinâmica e farmacocinética bem estudadas, em corpos 

cavernosos de humanos. Esses achados demonstram a variedade de mecanismos envolvidos 

na ação destas substâncias e justifica a realização de estudos adicionais para avaliar seu 

potencial terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2OBJETIVOS 

 

2.1 Geral:  

 

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

corpo cavernoso de humano. 

 

2.2 Específicos: 

 

- Identificar os mecanismos envolvidos no relaxamento produzido pelo fármaco 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 redução das contrações espontâneas em repouso, tanto 

da amplitude como frequência; 

- Avaliar a concentração de fosforilação de VASP nas tiras de corpos cavernosos 

humanos expostos ao fármaco e compará-lo com o SNP e os expostos ao controle negativo; 
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- Avaliar a concentração de GMPc nas tiras de corpos cavernosos humanos expostos 

aos fármacos e compará-la com a concentração nas tiras expostas ao SNP e ao controle 

negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3MÉTODO 

 

3.1Aspectos éticos e local do estudo 

 

O presente projeto de pesquisa, antes de sua execução foi submetido à apreciação do 

ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará, credenciado pelo 

CONEP-Conselho Nacional de Saúde/MS, e foi aprovado sob o CAAE no. 

12932419.0.0000.5054 e número do parecer 3.420.560. Como os corpos cavernosos foram 

retirados no Instituto José Frota-IJF, a instituição também apreciou o projeto com aprovação 

através do CAAE 12932419.0.3001.5047 e apreciação número 3.612.938. Foram seguidas as 

normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos da resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde-Ministério de Saúde. Os corpos cavernosos foram retirados de doadores 

não-vivos, vítimas de traumatismo crânio-encefálico, já doadores de outros órgãos 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 família foi abordada para a possibilidade de doação do corpo cavernoso, 

através de termo de consentimento livre e esclarecido específico.Os experimentos foram 
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realizados no Instituto de Superior de Ciências biomédicas, laboratório de 

FisiofarmacologiaCárdio-Renal. 

 

3.2 Fármacos e Substâncias 

 

 A substância a ser testada é uma droga protegida por direitos de patente, portanto não 

podem ser demonstradas, produzida pela IronwoodsPharmaceuticals Inc, Massachusetts. O 

IWP-051 é uma droga estimuladora da GCs independente do NO. 

A solução de Krebs-Henseilit, com pH ajustado para 7,4, é utilizada na seguinte 

composição (em mM): NaCl 118,00; NaHCO3 25,00; KCL 4,70; KH2PO4 1,20; MgSO4.7H20 

1,17; CaCl2.2H20 2,50; e glicose 5,60. A solução foi preparada 24 horas antes dos 

procedimentos sem Ca++ e glicose que eram adicionados à solução momentos antes dos 

experimentos. Fenilefrina, N (G)-nitro-larginina (L-NAME), 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalin-1-ona (ODQ), Tadalafil (TAD), 4,  glibenclamida (Glib). Solução fisiológica de 

sal (PSS) foi preparada utilizando a seguinte composição química [mM]: 119 NaCl, 4,7 KCl, 

1,2 MgSO4·7H2O, 25 NaHCO3, 1,17 KH2PO4, 0,03 K2EDTA· 2H2O, 5,5 glicoses e 1,6 

CaCl2·2H2O; pH 7,4.  

 

3.3 Material cirúrgico e laboratorial 

 O material cirúrgico e laboratorial utilizados são discriminados no Apêndice. 

 

3.4 Preparação dos corpos cavernosos 

Trata-se de pesquisa in vitro utilizando-se corpo cavernoso de doador cadáver obtido 

no momento da captação de órgãos para transplante, obedecendo-se os rigores das leis 

específicas. 

Corpo Cavernoso Humano– Após consentimento da família e liberação através de 

um termo próprio, segmentos de 1 – 2cm de corpos cavernosos eram retirados do doador 

cadáver de Múltiplos órgãos através da mesma incisão xifopubiana ao fim da cirurgia, como 

descrito por Regadaset al.(2010). O fragmento do corpo cavernoso foi colocado em solução 

preservadora utilizada na perfusão dos órgãos e condicionados a 4ºC.  

Os experimentos eram realizados em duas etapas: com 12 horas e após 36h. As faixas 

de tecidos de corpo cavernoso eram preparadas no dia do experimento, com dissecção e 

retirada dos tecidos adjacentes, como túnica albugínea e vasos. Havia sempre o cuidado de 
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banhar constantemente o tecido com a solução Krebs. O tamanho dos fragmentos eram de 

1,0cmx0,3cmx0,3cm.  

 

Figura 8 – Incisão para retirada de corpos cavernosos humanos 

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

 

 

 

 

Figura 9 – Corpos cavernosos dissecados do tecido subcutâneo 

 
  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 força isométrica, enquanto a outra era fixada a uma unidade 

móvel, permitindo o ajuste preciso da tensão. A tensão aplicada aos tecidos eram de 10mN ou 

um grama. Os tecidos eram deixados em repouso por uma hora e a tensão era periodicamente 

ajustada, durante este período a solução nutritiva era trocada a cada 15 minutos. As alterações 

de tensão eram medidas usando-se transdutores isométricos (Panlab, Barcelona, Espanha) e 

registradas em sistema LabChart versão 8 da fabricante AD instruments de aquisição de 

dados.  

 

Figura 11 – Fragmento de corpo cavernoso montado no banho de tecidos 

 



40 
 

Fonte: Autor (2014). 

 

Figura 12 – Sistema de banhos isolados 

 
          Fonte: Autor (2014). 

 

3.5.1 Avaliação do efeito relaxante da substância IWP-051 na musculatura lisa cavernosa 

de humanos 

 

Após 60 minutos de estabilização os tecidos eram contraídos com K+ e após15 min 

eram lavados novamente com substância nutritiva. Após um período de estabilização de 

mais15 min, o fragmento de corpo cavernoso era novamente contraído, agora com fenilefrina 

(PE, 10μM). Os experimentos com a substância eram iniciados após a estabilização doperíodo 

de contração que variava de 15 a 20 minutos. Para avaliar o relaxamentoinduzido pela 

substância estudada, eram realizadas curvas de relaxamento comconcentrações crescentes da 

substância (10-10 a 10-4M) IWP-051. 

 

3.5.2 Avaliação dos efeitos relaxantes da substância Tadalafila 

 

Após 60 minutos de estabilização os tecidos eram contraídos com K+ e após 15 min 

eram lavados novamente com substância nutritiva 

Após um período deestabilização de mais 15 min, o tecido era novamente contraído, 

agora com fenilefrina(PE, 10μM). Os experimentos com a substância eram iniciados após a 

estabilização doperíodo de contração que variava de 15 a 20 minutos. Para avaliar o 

relaxamentoinduzido pelos fármacos estudados, eram realizadas curvas de relaxamento 

comconcentrações crescentes da substância: Tadalafila (10-10 a 10-4M). 

 



41 
 

3.5.3 Avaliação do efeito do inibidor da NO sintase sobre o relaxamento produzido pela 

substância IWP-051 

 

Após a contração com K+, eram esperados 15min após a lavagem do banhocom a 

solução de Krebs para que os tecidos retornassem à tração de repouso. Nesteensaio o L-

NAME (100μM), um inibidor da NOS, foi adicionado aos banhos 30minutos antes da adição 

de fenilefrina (10μM). Após a estabilização do período decontração, curvas-resposta de 

relaxamento com concentrações crescentes da substânciaeram obtidas. 

 

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

substância do grupo estudada 

 

Após a contração com K+ para estabilização do tecido e lavagem comsolução de 

Krebs, adicionou-se o inibidor da Guanilato ciclase solúvel (ODQ) naconcentração de 10μM 

aos banhos, 30 minutos antes da pré-contração comfenilefrina (10μM). Subsequentemente 

foram obtidas curvas resposta de relaxamentocom concentrações crescentes da substância. 

 

3.5.5 Avaliação do fármaco IWP-051 na contração com K+ 80Mm 

 

Após 60 minutos de estabilização os tecidos eram contraídos com umasolução de KCl 

com 80mM e após 15 min era trocada a substância nutritiva. Nesseexperimento, o objetivo era 

observar o efeito da substância na contração com asubstância despolarizante. Os experimentos 

com a substância eram iniciados após aestabilização do período de contração que variava de 

15 a 20 minutos. 

 

3.5.6 Efeito do bloqueador de canais de íons potássio ATP-dependente (KATP) 

 

Após a contração com K+ 80mM eram aguardados 15min após a lavagem dobanho 

com a solução de Krebs os tecidos retornaram à tração de repouso. Nesseexperimento a 

glibenclamida (10μM), foi adicionada aos banhos 30 minutos antes daadição de fenilefrina 

(10μM). Após a estabilização do período de contração, curva resposta de relaxamento com 

concentrações crescentes da substância eram obtidas. 

 

3.5.7 Efeito do bloqueador da Rho quinase HA1077 



42 
 

 

Após a contração com K+ 80mM eram aguardados 15min após a lavagem dobanho 

com a solução de Krebs os tecidos retornaram à tração de repouso. Nesseexperimento a HA 

1077 (10μM), foi adicionada aos banhos 30 minutos antes da adição de fenilefrina (10μM). 

Subsequentemente foram obtidas curvas resposta de relaxamento com concentrações 

crescentes da substância. 

 

3.5.8Relaxamento de contrações espontâneas  

 

Em tecidos de corpo cavernoso de humano que apresentaram contrações espontâneas e 

estáveis, foram adicionadas doses crescentes (0,1 nmol.L-1 a 10 mmol.L-1) do IWP-051. 

Foram avaliadas as alterações tanto na amplitude das ondas de contração e relaxamento, 

quanto a alteração na frequência.  

 

3.5.9Fosfoproteína estimulada por vasodilatador(VASP) 

 

O nível de fosforilação de Ser239 de VASP é um marcador útil para monitorar a 

ativação e sinalização da proteína quinase dependente de cGMP. Foi avaliado o efeito de 1 

μmol L-1 de IWP-051, para isso, utilizou-se as tiras de CCH no pico de ação de relaxamento 

da substância, os quais foram homogeneizados em PBS e enriquecido com Halt Protease 

InhibitorCocktail (1:100; ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) e 5 mmol L-1 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 proteínas foram 

resolvidas usando eletroforese em gel SDS–PAGE. Alíquotas de 50 μg de proteínas foram 

submetidas à 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 solução de bloqueio de TBS-T (0,05% de 

Tween 20/0,1 mol L-1 Tris/0,15 mol L-1NaCl, pH 7,5 mais 5% BSA). As membranas foram 

então incubadas durante a noite com o anticorpo primário para Ser239 da fosfoproteína 

estimulada por vasodilatador (VASP) (1:1000, CellSignaling, Danvers, MA, EUA), VASP 

total ou β-actina (1:5000, Sigma) como controle de carregamento interno. 

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

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

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

 

3.5.10Dosagem de GMPc tecidual 

 

Em presença de IBMX (100µM), inibidor inespecífico da fosfodiesterase, 

responsável pela degradação de GMPc, foram realizados os seguintes protocolos. 

 

Medida de GMPc basal 

 

Após o período de estabilização, aproximadamente 1 hora, as faixas de tecidos de 

corpos cavernosos submetidos à exposição por DMSO foram congelados em nitrogênio 

líquido. 

 

Medida de GMPc após a exposição aos fármacos utilizados 

 

Após o período de realização dos experimentos com os fármacos IWP-051, 

Tadalafila e alcançados o Emax das substâncias, e após um período de estabilização de 

cerca de 20min, os tecidos foram congelados em nitrogênio líquido. Todas as amostras 

foram mantidas a -20ºC até o dia do experimento. 

 

 

 

 

 

Homogeneização do tecido e dosagem de proteínas 

 

O tecido congelado foi homogeneizado em solução de Krebs gelado e adicionado ao 

IBMX (100µM). Após completa maceração do tecido, alíquotas de todas as amostras foram 

separadas para dosagem de proteínas pelo método de FolinCiocalteau. 

 

Preparação da amostra  
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Foi adicionado ao macerado de tecido ácido tricloroacético (TCA) (resultando em 

uma concentração final do TCA de 10%). O TCA foi utilizado para precipitar proteínas e 

após a adição do TCA, as amostras foram agitadas e posteriormente centrifugadas a 2000 

xg por 15 minutos a 4ºC. Foi removido o sobrenadante e descartou-se o precipitado. O 

sobrenadante foi lavado com éter dietílico saturado de água (em um volume 4 vezes maior 

que o volume da amostra) e a fração etílica (superior) foi descartada.  

Este processo foi repetido por quatro vezes. Ao final das lavagens as amostras 

secaram em atmosfera de nitrogênio a 60ºC e as ressuspendeu-se no tampão de ensaio do 

“kit” imunoenzimático para dosagem de GMPc. Foi utilizado o método de acetilação da 

amostra para dosagem de GMPc, em fentomoles de GMPc por poço. Posteriormente, 

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

 

3.6Análise Estatística 

 

O efeito relaxante das substâncias foi medido a partir do platô de contração máxima 

induzida pela fenilefrina (10µM) e expresso como percentual reverso de diminuição da 

contração provocada pela fenilefrina.  

Para construir as curvas de concentração-resposta, realizou inicialmente a 

transformação logarítmica (base 10) das concentrações molares. As curvas foram obtidas por 

regressão não linear a partir dos valores médios do percentual de relaxamentos calculados 

para as seguintes concentrações: 10-12 até 10-4. Nesse intuito, foi utilizada a função sigmoide: 

 

Onde a corresponde ao valor mínimo (resposta mínima), b ao valor máximo (resposta 

máxima).  

O efeito máximo de relaxamento (Emax) foi considerado pelo nadir da curva de 

percentual reverso, induzido pelos agentes relaxantes nas curvas de concentração-resposta, 

descrito na seguinte expressão: 

x100 

Onde TF e TS são as tensões decorrentes da ação da fenilefrina e de uma dada 

substância. 

As concentrações dos fármacos que induziram 50% de relaxamento máximo (EC50) 

foram determinadas, a partir das curvas de regressão, após transformação logarítmica das 
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curvas normais de concentração-resposta e expressas em logaritmo negativo (pEC50) dos 

valores de cada tecido (3-12 experimentos), utilizando regressão não-linear. 

 Para comparar os dois grupos em relação às variáveis Emax e pEC50, utilizou-se o 

teste t de Student para variáveis não pareadas. Foi utilizado o software GraphPad Prism 

versão 9.0. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. Em cada grupo de 

experimentos, n significa o número de tecidos (de cada paciente). 

Por fim, realizou-se o teste de Shapirp-Wilk para distribuição de normalidade. 

Diferenças entre os valores médios foram avaliadas ou teste t para dados não pareados, 

seguida pelo teste Fisher MultipleComparison Test, sendo considerados significativos valores 

de p<0,05.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Amostras 

 

Durante o período do estudo foram realizadas 21 captações de corpos cavernosos, no 

período que compreende o dia 01/12/2019 a 05/04/2021. Todos os fragmentos de corpos 

cavernosos foram retirados de paciente em mortes encefálica, elegíveis para captação de 

outros órgãos. 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 não tinham comorbidades, e alguns eram hipertensos. Todos os 

doadores foram vítimas de violência externa, sendo traumatismo cranioencefálico a causa 

determinante para a morte encefálica.  

 

Quadro 1 – Características demográficas da população de doadores não-vivos 

DOADOR IDADE CAUSA DA 
MORTE 

DATA DA 
CAPTAÇÃO 

COMORBIDADE OBSERVAÇÃO 

1 38 ANOS TCE 01/12/2019   

2 55 ANOS TCE 03/12/2019 TABAGISMO, HAS DM PLACAS NA AORTA 

3 42 ANOS TCE 03/12/2019 TABAGISMO  

4 64 ANOS TCE 05/12/2019 ETILISTA  

5 20 ANOS TCE 17/12/2019   

6 34 ANOS TCE 17/12/2019   

7 19 ANOS TCE 17/12/2019   

8 40 ANOS TCE 08/01/2020   

9 66 ANOS TCE 10/01/2020   

10 35 ANOS TCE 26/01/2020   

11 35 ANOS TCE 29/01/2020   

12 52 ANOS TCE 02/02/2020   

13 26 ANOS TCE 11/02/2020   

14 39 ANOS TCE 20/08/2020   

15 47 ANOS TCE 01/10/2020   

16 55 ANOS TCE 02/10/2020  HAS 

17 36 ANOS TCE 25/10/2020   

18 39 ANOS TCE 10/11/2020   

19 46 ANOS TCE 26/01/2021   

20 36 ANOS TCE/PAF 05/02/2021   

21 24 ANOS TCE 05/04/2021   

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 

4.2 Efeito relaxante do IWP-051 e comparação do efeito do IWP-051 com o controle 

Tadalafila 

 

 Após a contração com PE (10µM), era aguardada a estabilização da curva de 

contração, que se dava em cerca de 20 min. Então eram adicionadas as drogas: IWP-051 em 

concentrações crescentes de 10-10  M a 10-4 M, e a Tadalafila também nessas concentrações. O 

relaxamento máximo alcançado pela Tadalafila foi de 98,78% ±1,67 %, com pEC50 (-

logEC50) foi de 5,515+/- 0,7767. A substância estudada alcançou um relaxamento máximo 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, não houve diferença estatística nem em relação ao EMax, como na potência 

pEC50 (Gráfico 2;Quadro 1). 

 

Gráfico 1 – Traçado de uma curva de contração- relaxamento com o uso da IWP-051, em 

concentrações crescentes 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

Gráfico 2 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 com o controle 

Tadalafila em faixas de tecidos de corpo cavernoso humano (n= número de experimentos) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

Tabela 1 – Comparação entre o Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e 

Tadalafila. 

Teste t de Student não-pareado 

Parâmetro IWP-051 TADALAFILA valor p 

pEC50 6,289±0,097 5,515± 0,7767 P=0,1823 

Emax 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 (100µM) um importante inibidor da NOs no relaxamento 

induzido pela substância no tecido estudado 

 

Quando adicionado o inibidor da NOS (L-NAME) anteriormente ao IWP-051, não 

houve alteração 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 

pEC50 de 5,429 ± 0,08057. Ao comparar as duas potencias houve diferença estatística com p 

extremamente significante (p<0,0001). 

 

Gráfico 3 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 com a 

substância incubada com o Bloqueador L-NAME em faixas de tecidos de corpo cavernoso 

humano. (n= número de experimentos) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. 

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

Tabela 2 – Comparação entre o Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e 

IWP+L-NAME. 

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

Parâmetro IWP-051 IWP+L-NAME valor p 

pEC50 6,289±0,097 5,723 ± 0,3177 P<0,0001*** 

Emax 107,37 % ± 2,98% 79,34% ± 16,14%. P=0,1760 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 
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4.4Efeito da inibição da enzima Guanilato ciclase solúvel por um inibidor específico do 

grupo heme da enzima (ODQ;10µM) e no relaxamento induzido pela substância no 

tecido estudado 

 

A adição de ODQ na amostra antes da colocação do IWP-051, bloqueou apenas 

parcialmente o efeito de relaxamento da substância. Não houve diferença no relaxamento 

máximo alcançado, porém durante a comparação da potência das substâncias e das curvas, 

houve deslocamento para a direita, indicando um bloqueio da ação da droga pelo ODQ. O 

relaxamento máximo produzido pela adição desse bloqueador foi de 102,49% ± 3,693, 

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

 

Gráfico 4 – Traçado de uma curva de contração- relaxamento com o uso da IWP-051, em 

concentrações crescentes, após incubação com ODQ (10µM) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

 

 

 

 

Gráfico 5 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 com a 

substância incubada com o Inibidor da GCs ODQ (10µM) em faixas de tecidos de corpo 

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

 
***P<0,001 Teste t de Student não-pareado  

 

Gráfico 6 – Gráfico em barras comparando o pEC50 do IWP-051 com o efeito do inibidor da 

GCs ODQ.   

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

***P=0,0002 Teste t de Student não-pareado  

Tabela 3 – Comparação entre o Emax e pEC50 das curvas dose resposta do IWP-051 e 

IWP+ODQ. 

***P<0,0001 Teste t de Student não-pareado com correção de Welch 
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Parâmetro IWP-051 IWP-051+ODQ valor p 

pEC50 6,289±0,097 5,036 ± 0,2340 P<0,001*** 

Emax 107,37 % ± 2,98% 102,49% ± 3,693 P=0,3197 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 
 

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

na contração realizada por fenilefrina 

 

 Para estudar o efeito dos canais de potássio, e o papel dos canais que permitem o 

influxo de cálcio iônico para o meio intracelular, as faixas de tecidos de corpo cavernoso 

foram contraídas com K+ 80mM. As curvas de relaxamento foram avaliadas com as mesmas 

concentrações (10-10 a 10-4). O Relaxamento Máximo (Emax) da substância na contração com 

K+ foi 78,83 ± 2,841%. A pEC50 foi de 6,289. Houve diferença importante entre o Emax das 

duas curvas num teste t não pareado, sugerindo uma ação de Canais de Potássio na ação do 

IWP-051. P<0,0001. 

 

Gráfico 7 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 na contração 

com PE e KCl 80 mM em faixas de tecidos de corpo cavernoso humano. (n= número de 

experimentos) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

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

Gráfico 8 – Em barras comparando o Emax da contração com PE e KCl 80mM 
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    Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 
****P=0,0001 Teste t de Student 

 

4.6 Efeito do bloqueador de canais de íons potássio ATP-dependente (Katp), 

glibenclamida (10µM) no relaxamento induzido pela substância IWP-051 no tecido 

estudado 

A adição do bloqueador de Katp, glibenclamida no banho, 30min antes da contração 

com PE, não causou mudança estatisticamente significante no poder relaxante da droga 

estudada, e aparentemente não houve alteração da potência da mesma. O Emax da curva 

com glibenclamida foi 108,078%±3,176%, enquanto a potência do fármaco adicionado à 

glibenclamida (pEC50) foi de 6,136. Esses resultados sugerem que a droga não tem seu 

efeito através desses canais. 

 

 

 

 

Gráfico 9 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 com a 

substância incubada com o Bloqueador de KATPGlibenclamida (10µM) em faixas de tecidos 

de corpo cavernoso humano. (n= número de experimentos) 
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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 adição de HA1077 (10µM), 30 min antes da contração induzida pela estimulador de 

GCs não causou nenhum efeito aditivo à capacidade de relaxamento, nem aparentemente à 

potência. O relaxamento máximo alcançado pela adição do HA 1077 foi de 112,26% ± 

2,814%, e a respectiva pEC50 foi de 5,731não havendo diferença estatística nem o 

relaxamento máximo, nem a potência. Esse resultado mostra que não há sinergia entre as duas 

medicações. 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 10 – Curva Dose resposta, comparando o efeito da Substância IWP-051 com a 

substância incubada com o inibidor da ROCK HA 1077 (10µM) em faixas de tecidos de 

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

 

Gráfico11 – Gráfico em barras comparando o Emax IWP-051 X IWP+HA 1077 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 
 

4.8Relaxamento de contrações espontâneas  
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 Durante a realização dos experimentos, notou-se que naquelas faixas teciduais de CCH 

que eram feitas no mesmo dia da retirada do tecido, existiam essas contrações espontâneas, os 

quais foram descritas inicialmente por Christ em 1990, e citados por Andersson em 1995 

(ANDERSSON; WAGNER, 1995; CHRIST et al., 1990). Essas contrações estavam presentes 

em todos os experimentos realizados no primeiro dia após a retirada. Apesar de secundárias 

no mecanismo de detumescência peniana, elas podem ser importantes para o início do 

mecanismo de relaxamento do corpo cavernoso, já que essas contrações são reflexo de um 

sincronismo das células da musculatura lisa cavernosa, causada provavelmente pela junções-

gap intercelulares.(THORNBURY; HOLLYWOOD; SERGEANT, 2019)Então, testou-se o 

efeito da substância nessas contrações espontâneas, conforme explicado no método. Como 

resultado tem que essas contrações eram abolidas ao chegar a uma concentração de 10-5 

(Gráfico 10). Foi realizado também imunohistoquímica com a presença de células de cajal 

(ckit+). 

 

Gráfico 12 – Registro de um experimento com tira de corpo cavernoso humano, com a adição 

do IWP com concentrações crescentes. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

Gráfico 13 – Gráficos em barra, comparando as diferenças de frequência e a amplitude das 

contrações espontâneas. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

Figura 13 – Imunohistoquímica mostrando células ckit +, em lâmina de faixa de CCH. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

4.9 Dosagem da Fosfoproteína estimulada por vasodilatador(VASP) 

 

A dosagem defosforilação 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 substâncias realmente agem pela via do GMPc. Além disso, quando adicionado o 

ODQ, cuja ação bloqueia a ação da GCs, houve redução da fosforilação da VASP, com 

diferença estatística (p<0,05) (Figura 13). Esses resultados comprovam que as substâncias 

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

 

Gráfico 14 – Gráfico em colunas com dosagem de VASP 
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  Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

*p<0,05 teste pareado t de Student não pareado vs controle 

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

 

4.10 Dosagem do GMPc após o estímulo das substâncias estudadas 

 

A dosagem de GMPc do grupo IWP foi cerca de 3 vezes maior que a dosagem de 

GMPc no grupo controle com diferença estatística significante (p<0,05), a adição do ODQ à 

substância testada reduziu consideravelmente a geração de GMPc do IWP, demonstrando que 

esse estimulador da GCs, tem seu efeito reduzido por esse inibidor da Guanilato ciclase. 

Outro dado encontrado é que os níveis de GMPc gerado pelo IWP, foram semelhantes a 

outras substâncias sabidamente promotoras de geração de GMPc e relaxamento do endotélio 

do corpo cavernoso. 

 

Gráfico 15 – Gráfico em colunas com dosagem de GMPc dos diferentes grupos. 
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      Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo pesquisou o efeito de uma nova droga, o IWP-051, um estimulador 

da GCs, desenvolvido para o tratamento inicialmente de hipertensão pulmonar. O tecido 

estudado foi o corpo cavernoso humano, dissecado em doadores não-vivos de órgãos, testado 

em banhos orgânicos. Mesmo considerandoa nobreza do tecido, trabalhou-se com uma 

amostraimportante para os experimentos. 

Após o estímulo com Fenilefrina (PE 10µM), todos os corpos cavernosos produziram 

uma curva de contração acima de 2g, mais de 100% da linha de base, mostrando a presença de 

receptores α1. Essas contrações foram, em sua maioria, sustentadas, podendo ser realizados os 

experimentos. Esses resultados foram visualizados em outros estudos com corpo cavernoso 

humano (LEITÃO 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 adição da droga estudada nos banhos de tecidos provocou um relaxamento máximo 

(Emax) de 107,3% ± 2,98%, com uma potência (pEC50) de 6,289+/- 0,097. Esses dados 

comprovam que o IWP-051 é 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 fármaco 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 fármacos são semelhantes, e que ambos são fortes relaxadores da 

musculatura lisa cavernosa humana. Baracatet al. (2003) testaram esse composto em corpos 

cavernosos de coelho e humanos, onde o fármaco produziu um Emax de cerca de 100% tanto 

em CC de coelhos como em CCH.    

Já testando essa substância in vivo, Bischoffet al (2003) demonstraram que o efeito 

dessa substância sem a adição de um doador de óxido nítrico é fraco, alcançando sua ação 

máxima quando adicionada ao SNP nitroprussiato de sódio (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 diferença pode ser explicada pela diferença de capacidade de relaxamento da substância 

ou, por outro lado, pode ser pelo fato de que essa substância ter sido testada em pacientes com 

algum grau de disfunção erétil. Esses corpos cavernosos estudados possuíam algum grau de 

disfunção endotelial, com depleção de NO e alteração da GCs, sendo confirmada ao realizar o 

experimento com o inibidor da NOs L-NAME. 

.  Outra comparação 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 

máximo, a curva dose resposta e a potência da Tadalafila e do IWP-051 (Gráfico 2).  

Comparando as duas curvas dose resposta, não se viu uma diferença estatística entre 

os dois relaxamentos máximos, mostrando que em relação à capacidade de relaxamento 

(Emax) e a potências (pEC50) eram semelhantes nas duas curvas dose resposta.  

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

Estudando a Vardenafila em outro estudo com CCH saudáveis, Leitão Jr et 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 fármacos disponíveis na prática clínica, 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 três principais substâncias Sildenafila, 

Vardenafila e Tadalafila, em banhos de corpos cavernosos de humanos, Toque et al. (2009) 

mostraram que a Tadalafila produzia um relaxamento máximo significante, apesar de inferior 

àVardenafila.  

Testando essas três substâncias em anéis de aorta, Teixeira et al.(2006) mostraram que 

a Vardenafila era superior aos outros dois iPDE5.  Em um trabalho de Sharabiet al. (2004), 

utilizando corpo cavernoso de coelho, o Sildenafil, na concentração de 1x 10-5 M, produziu 

um relaxamento de cerca de 60% no tônus produzido pela PE. Esses resultados, demonstram 

que a substância testada tem em si uma capacidade de relaxamento importante, com pelo 

menos mesmo efeito relaxante que os IPDE5 e com potência semelhante. 

 Desde a descoberta do óxido nítrico, tem-se implicado a esse neurotransmissor o papel 

de principal substância responsável pela ereção humana (BURNETT et al., 1992). A presença 

da NO sintase em corpos cavernosos, confirmou esse papel, principalmente após estudos de 

Burnett e cols. A L-arginina é o substrato para a formação do óxido nítrico, e quando 

adiciona-se essa droga no banho biológico, ocorre um relaxamento do tecido 

(KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004).   

 Nesse contexto, para avaliar se a droga tem algum papel na modulação ou estímulo da 

NOS, ou dependência do NO endógeno, foi utilizado o inibidor da NO sintase, o L-NAME, 

adicionado 30min antes da contração com PE. A adição dessa substância não provocou 

diminuição do relaxamento máximo (p>0,05). Porém, houve um significativo deslocamento 

da curva para a direita com importante força estatística (p<0,0001)(Gráfico 3). O relaxamento 

máximo produzido pela adição de L-NAME foi 117,25% ± 4,65%, com um pEC50 de 5,429 ± 

0,08 (p<0,0001). Estes dados sugerem que a ação da droga é dependente do NO endógeno 

produzido para manter que alcance o relaxamento máximo com uma menor concentração. A 

adição do L-NAME reduziu em mais de 10 vezes a potência.  

Baracatet 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 alteração do pEC50, que essa substância precisa do NO endógeno, produzido 

pela NOS para gerar o seu efeito. Outro dado muito interessante que contribui para essa visão 

é que na verdade essas substâncias estimuladoras da GCs, potencializama produção de 
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GMPcGCs, catalisando o efeito do NO (FRIEBE; KOESLING, 1998). Isso pode ajudar a 

explicar por que altera apenas a potência e se mantém o efeito máximo. Resultados desse 

estudo foram muito semelhantes, confirmando que o NO endógeno promove um efeito 

sinérgico e interdependente com os estimuladores da GCs.  

Teixeira et al. (2007) também demonstraram que a adição do L-NAME provoca um 

deslocamento para a direita, e acrescentou nesse resultado que o responsável por esse efeito é 

o bloqueio da NOSe.(TEIXEIRA; PRIVIERO; WEBB, 2007) Outras classes de droga foram 

testadas por essa via de ação. Filippi e cols. testando uma droga doadora de óxido nítrico 

(NCX4050) em faixas de tecidos de corpos cavernosos humanos, quando adicionado L-

NAME, não alterou a capacidade relaxante da droga (FILIPPI et al., 2003).  

Seidler e cols testaram várias drogas doadoras de óxido nítrico em faixas de tecidos de 

corpos cavernosos de humanos. Esses fármacos, os nitroso tióis e o nitrato de sildenafila, não 

tiveram seu efeito bloqueado pela adição de L-NAME (SEIDLER et al., 2002). 

Leitão Jr et al. (2016), ao testar o FOR8011 em CCH, mostraram efeito semelhante, 

não alterando nem em relaxamento máximo nem em potência. Isso ocorre porque os doadores 

de óxido nítrico não produzem seu efeito através da indução da NOs, e sim agindo 

diretamente na ativação da guanilato ciclase (LUNARDI, 2009). 

A ativação direta da Guanilato ciclase nas células da musculatura lisa docorpo 

cavernoso é a principal ação do NO e esse mecanismo tem sido alvo de váriaspesquisas para o 

desenvolvimento de novas drogas (ANDERSSON, 2011; ARNOLD et al., 1977; 

KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004; MURAD, 2004).  

A guanilatociclase solúvel possui dois sítios alostéricos: um sítio Heme na subunidade 

alfa, que é oprincipal sítio de ligação do NO, e, portanto, mecanismo de ação das drogas 

doadorasde óxido nítrico; e outro mecanismo na subunidade beta, chamado de sítio do YC-1, 

queativa a Guanilato ciclase independente da ativação do NO (ANDERSSON, 2011; KALSI 

et al., 2003; MÜLSCH et al., 1997;MONTFORT; WALES; WEICHSEL, 2017). Os dois 

mecanismos atuam ativando a enzima e elevandoa concentração de GMPc (segundo 

mensageiro intracelular), tendo como substrato oGTP. Essa concentração atua em três vias: 

canais de íons, Fosfodiesterases e ProteinoQuinases (FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010). 

No intuito de avaliar o papel da guanilato ciclase solúvel no mecanismo deação da 

substância testada, foi adicionado ao banho de tecidos o inibidor da guanilatociclase solúvel 

(ODQ 10μM), 30 minutos antes da contração com fenilefrina a 10μM.Essa dose já foi 

utilizada em outros trabalhos, sendo uma dose suficiente para alcançarseu efeito 

(BONAVENTURA et al., 2007a). O objetivo desse experimento foi identificar se asubstância 
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age através da ativação da guanilato ciclase solúvel. A NOS geralmente libera o NO que ativa 

a GCs através da sua ligação com o sítio Heme, catalisando a formação de GMPc(LUCAS et 

al., 2000;PETERS et al., 2018).  

O ODQ altera o estado de oxidação do sítio Heme, onde o NO age, porém não altera o 

efeito da GCs(ZHAO et al., 2000;EVGENOV et al., 2006). A adição do ODQ 10μM não 

alterou o relaxamento máximo da droga, mantendo-se acima dos 100% de relaxamento. 

Porém, reduziu em mais de 10 vezes a potência da droga (pEC50 reduziu de 6,2 para 5,0), 

com significância estatística (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 alteração na potência da droga estimuladora de GCs BAY 41-2272, com 

deslocamento da curva dose resposta para a direita, causando bloqueio da ação relaxante da 

droga, identificando o sítio Heme, como local efetor do mecanismo de ação da droga. 

Resultados semelhantes, em CCH e de coelhos foram encontrados por Baracatet al. (2003).  

De acordo com Leitão Júnior et al. (2016), em outras classes de drogas, esse efeito foi 

mais evidente, testando o FOR8011, metalo-fármaco doador de NO, a adição de ODQ, causou 

um bloqueio importante no efeito relaxante da droga, com diferença estatística considerável. 

Bonaventuraet al. (2007), utilizando corpos cavernosos de coelho, testaram um 

metalo-fármaco do complexo nitrosil rutênio. Os experimentos demonstraram que a adição de 

ODQ ao banho de tecidos provocou uma diminuição importante do EMAX, além de uma 

diminuição da potência da substância (pEC50), o mesmo efeito foi encontrado na ação do 

ODQ em banhos com SNP. 

Cerqueira et al. (2008), testando outros compostos dois compostos do complexo 

nitrosil rutênio em corpos cavernosos de coelho, adicionaram ao banho de tecidos ODQ em 

doses crescentes de 10 a 100μM. Esse experimento resultou em um bloqueio total do Emax 

dos fármacos, principalmente na dose de 100μM. Nesse estudo o autor concluiu que esses 

fármacos agiam principalmente na via NO/sGC/GMPc, e esse efeito de bloqueio total pode ter 

sido devido à utilização de doses altas do ODQ. 

Utilizando faixas de tecidos de corpo cavernoso humano, Seidleret al. (2002) testaram 

várias drogas doadoras de óxido nítrico (S-nitrosotióis). A adição 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 sítio de ligação do NO, impedindo que o NO 

endógeno estimule o aumento da potência do IWP-051, diminuindo a sua pEC50, requerendo 

uma maior concentração substância para alcançar o relaxamento máximo. 
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Nesse contexto de depleção de NO, ou que o sítio 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).O efeito desses ativadores, em sinergia com o 

IPDE5 em corpos cavernosos com disfunção endotelial, já fora demonstrado (ALBERSEN et 

al., 2013) 

 Os canais de íons não-juncionais possuem função primordial, tanto namanutenção 

como no bloqueio do tônus da musculatura lisa, que apesar de bastantecomplexa, já é bem 

estudada e compreendida atualmente (ANDERSSON, 2011; CHRIST, 2000). 

 Esses canais são responsáveis pela manutenção da hiperpolarização da membrana 

celular, que em última análise permitem o aumento ou diminuição do influxo de cálcio para o 

meio intracelular desencadeando a contração ou relaxamento do miócito 

(VENKATESWARLU et al., 2002; ABSI et al., 2019). Isso vale para todos os tipos de vasos, 

como também para o corpo cavernoso humano (HÖPPNER et al., 1996). 

 Dentre todos os canais, os mais estudados e envolvidos na fisiologia e no estudo de 

novas drogas para DE, são os canais de Potássio dependente de ATP (KATP), e os canais 

Maxi-K cálcio-sensível (BKCa) (OLIVER et al., 2000). Várias 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 potássio realizou-se um experimento com a 

contração com solução despolarizada que avalia o efeito dos canais no relaxamento induzido 

por IWP-051. Nesse experimento observou-se uma importante alteração do relaxamento 

máximo alcançado, com queda de cerca de 20% do efeito máximo p<0,0001, e com claro 

desvio da curva para direita. Existem dois mecanismos que podem explicar esse efeito, ou 

houve ativação dos canais de potássio pelo NO, ou pela ativação desses canais pelo GMPc. 

 Avaliando novos compostos do complexo nitrosil-rutênio, Bonaventuraet al. (2007), 

trabalhando em anéis de aorta adicionou um bloqueador não específico dos canais de potássio 

(TEA). Esse experimento demonstrou alteração na EMAx e do pEC50 do composto, quando 

adicionado o inibidor da Guanilato ciclase (ODQ), não houve relaxamento do tecido. 

Nesse mesmo trabalho, no experimento com SNP, quando adicionado o TEA, houve 

perda importante do relaxamento máximo do mesmo, e quando incubado com ODQ, aboliu-se 

totalmente o efeito relaxante da substância, podendo inferir que uma parte do efeito foi 

realizado através de canais de potássio (BONAVENTURA et al., 2007a).  
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A partir desses resultados tentou-se estudar os canais de potássio ATP-dependentes 

(KATP) norelaxamento induzido pela droga estudada, adicionando-se ao banho de tecidos 

obloqueador desse canal Glibenclamida (10μM). A adição dessa substância não causou 

alteração na capacidade de relaxamento do IWP-051. Esses dados sugerem que a droga não 

age ativando os canais KATP, pois não houve alteração no relaxamento máximo ou no 

pEC50. Faltam estudos que avaliem esses canais de potássio em estimuladores de GCs. 

Em CCH, foi testado o FOR8011 com bloqueador glibenclamida, e nesse estudo não 

houve diferença no efeito dessa substância. Celleket al. (1996), avaliando agentes doadores de 

NO em corpos cavernosos de humanos e coelhos bem como no músculo anococcígeo de 

coelho, demonstraram que a ação destas substâncias se faz através da ativação da GCs e 

produção de GMPc e não por ação direta em canais de íons (BIVALACQUA et al., 2004; 

CELLEK; KASAKOV; MONCADA, 1996).  

Lee e Kang (2001) sugeriram que a produção de GMPc provocaria a ativação da 

proteína quinase específica do GMPc (Proteínoquinase– PKG) e esta enzima atuaria na 

fosforilação dos canais de cálcio de longa duração tipo L, inibindo a saída do cálcio das 

organelas intracitoplasmáticas e o aumento de sua concentração no citosol, o que provocaria 

relaxamento celular.  

Alguns trabalhos tem demonstrado o papel do NO na ativação direta de canais de 

potássio. Além dos canais de potássio ATP-dependentes, o NO ativa vários outros canais, 

sendo o KCA outro canal ativado pelo NO (FÉLÉTOU, 2009). A ativação desses canais se dá 

por três mecanismos: Através do GMPc, ligação direta do NO (na forma de S-Nitroso-thiois) 

no canal de potássio, e prevenção da formação do bloqueador(FÉLÉTOU, 2009). Todos esses 

dados sugerem que o fármaco não produz ação ativando canais de potássio KATP, e sim 

diretamente a sGC, como definido em estudos preliminares, e possivelmente outros canais de 

potássio podem estar envolvidos, para definir isso teríamos que realizar outros experimentos 

com TEA e outros bloqueadores específicos de cada tipo de canal de potássio.  

 A contração da musculatura lisa do corpo cavernosa é o que faz o corpo cavernoso 

manter o estado flácido e retorno a esse estado chama-se detumescência(ANDERSSON, 

2011; MACDONALD; BURNETT, 2021). Esse estado é mantido por três principais 

mecanismos: o aumento de concentração de fatores contráteis derivados do endotélio, 

neurotransmissor adrenérgico e contrações miogênicas intrínsecas (LINDER et al., 2005). 

Vários 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 situações em que há 

diminuição da concentração de NO, o efeito dos IPDE5, é limitado. Uma estratégia 

interessante, seria, na deficiência de NO você testar uma droga que aumentasse a 

disponibilidade desse composto, ou substâncias que induzissem diretamente a produção do 

GMPc(ALBERSEN et al., 2013).  

 Um interessante mecanismo para promoção do relaxamento da musculatura cavernosa 

é a via de RhoA/kinase. A manutenção do estado de contração da musculatura lisa é feita 

através principalmente do aumento da concentração citosólica de Ca2+ através dos fatores de 

contração (noradrenalina, ET-1, etc) que ativam seus respectivos receptores via proteína G, 

gerando seu efeito via calmodulina, ativando a miosina de cadeia leve (MLC) a fosforilar, 

promovendo a ligação da miosina coma actina (SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).  

Contudo, somente esse aumento não explica qual motivo, de que essa fosforilação não 

é proporcional a concentração intracitoplasmática de Ca2+. Depois comprovou-se que a 

RhoA é uma enzima que sensibiliza o Ca2+, diminuindo a ação da enzima MLC fosfatase, 

aumentando a fosforilação da MLC, causando em última análise a contração da fibra 

muscular lisa sem aumento da concentração do Ca intracitosplamático(SECCIA et al., 2020). 

Os efeitos da RhoA se dão com ativação da enzima ROCK, que promove a contração 

através do mecanismo citado. Esse mecanismo parece importante na manutenção do estado de 

flacidez peniana, pois a concentração de RhoA e ROCK é 17 vezes maior na musculatura 

cavernosa do que no íleo (UVIN et al., 2017). 

Estudou-se o efeito da adição de um inibidor da RhoA/ROCK (HA-1077) no 

relaxamento do corpo cavernoso. Esse experimento não mostrou nenhum efeito adicional ao 

relaxamento já encontrado pelo IWP-051, nem no que diz respeito ao relaxamento máximo 

nem ao aumento de potência.  

Em um estudo clássico, 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 remoção 

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 é a inibição da Via da RhoA/ROCK.  

Por agirem em vias de relaxamento separado, o efeito aditivo de duas substâncias pode 

melhorar o efeito relaxante das drogas. Testando o mesmo Y-27632 em CCH, de pacientes 

com DE, a adição 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 medicação, 

utilizando injeção intracavernosa em CC de ratos, Wilkeset at. (2004), encontraram resultados 

semelhantes com efeito sinérgico positivo. Não há estudos que associam o uso de um indutor 

da GCs e um inibidor da ROCK, talvez essa combinação não acrescente melhora do Emax, ou 

da potência.Por outro lado, esse efeito de adição de relaxamento não foi alcançado pois as 

tiras de corpos cavernosos utilizados foram sem disfunção endotelial, e o efeito de 

relaxamento máximo já foi alcançado. Sendo assim, essa combinação pode ter seu papel em 

corpos cavernosos disfuncionais. 

Durante a realização dos experimentos, notou-se que algumas faixas de tecidos de 

corpos cavernosos exibiam contrações rápidas, durante o período de relaxamento. Esse efeito 

era mais proeminente quando o experimento era realizado no dia da captação do espécime.  

De acordo com Andersson e Wagner (1995), um dos mecanismos de manutenção da 

flacidez peniana são contrações miogênicas intrínsecas. Apenas em ou outro manuscrito, 

foram descritas essas contrações espontâneas em CC de coelhos, não sendo mais descrito em 

trabalhos posteriores (HÖPPNER et al., 1996). Outros trabalhos, utilizando eletromiografia de 

corpo cavernoso demonstraram as ondas lentas eram responsáveis pela manutenção da 

flacidez peniana(KELLNER et al., 2000; MACHTENS et al., 1997). 

Devido ao tipo de contração, especula-se tratarem de contrações miogênicas, e o 

mecanismo de ação ainda é obscuro. A presença de marcapassos celulares (células de cajal) 

em algumas faixas de corpos cavernosos (Figura12) podem representar que essas células 

podem possuir papel importante nessas contrações. Outros estudos comprovaram a presença 

tanto em CCH (SHAFIK; SHAFIK; SHAFIK, 2009), como também em uretra, bexiga e ureter 

(MCCLOSKEY; GURNEY, 2002; PEZZONE et al., 2003). 

Acreditando que essas contrações possuem algum papelna manutenção do estado de 

flacidez peniana, estudou-se o efeito do IWP-051 tanto na frequência, como na amplitude de 

onda das contrações. No trabalho, comprovou-se que o uso da substância abole tanto a 

frequência como o a amplitude quando é adicionada a concentração de 10-5M podendo 

contribuir para o início da cascata de relaxamento do CCH.  

Estudando corpos cavernosos de coelho, Höppneret al. (1996), descreveram essas 

contrações pela primeira vez, descrevendo que as mesmas são diminuídas com nifedipina e 

doadores de NO.Christet al, demonstraram que essas contrações miogênicas espontâneas 

eram comuns até 24h após a retirada dos corpos cavernosos. Além disso, elas pareciam ser 

mediadas pelas ciclooxigenases. Outro dado adicional, que diverge dos nossos dados, é que 

essas contrações eram bastante heterogêneas, enquantoem nosso estudo podemos notar que as 
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mesmas eram bem constantes e bem semelhantes.(CHRIST et al., 1990). Mas até agora, em 

nosso conhecimento, foi o primeiro estudo que avaliou o efeito de uma substância relaxadora 

nessas contrações miogênicas, com resultados bastante promissores.Claro que esses dados são 

preliminares e outros estudos precisam ser realizados para definir o papel dessas contrações 

no mecanismo de flacidez peniana. Supõe-se também que essas contrações podem ser 

estimuladas pelas células de Cajal. 

Os efeitos da via NO/GMPc vão ser finalizados na estimulação de uma 

proteínoquinaseGMPc dependente(DEFAWE et al., 2010). A fosforilação da VASP é um dos 

efeitos finais dessa via, sendo a VASP uma fosfoproteína pertencente à 

famíliaEna/VASPenvolvidas na dinâmica da regulação do citoesqueleto, comoinativaçãoda 

agregação plaquetária (BUTT et al., 1994), nucleação dos filamentos de actina(JIN et al., 

2005) recrutamento de profilina e G-Actina.Além disso, ela é encontrada não somente em 

estruturas de adesão, como também na membrana plasmática propiciando protusão 

lamellipodial e as pontas filopdiais, necessárias tanto para a movimentação celular como 

fagocitose(WALDERS-HARBECK et al., 2002). 

 Ao utilizar a dosagem da fosforilação da VASP, define-se que a droga age ativando 

essa via. Os resultados encontrados mostraram que a concentração defosforilação da VASP 

encontrada no grupo IWP é cerca de 3 vezes maior que o grupo controle. A utilização do 

ODQcausou a redução de cerca de 30%da fosforilação em comparação ao da substância 

isolada. Esses dados sugerem fortemente que a ação do IWP se dá pela via do GMPc. Esses 

dados são 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, e aumentaram a 

concentração de pVASP. Além disso, foi demonstrado, que assim como o IWP, por agirem na 

porção HEME da GCs, a adição de ODQ bloqueou a ativação da PKG. A oxidação causou 

bloqueio na ação do doador de NO, reduzindo a pVASP. 

Outras substâncias como o ativador de GCs,BAY 60-2770, obtiveram resultados 

semelhantes aumentando a concentração de pVASP, utilizando um modelo de crescimento 

arterial em ratos. A adição desse composto foi capaz de aumentar consideravelmente os níveis 

de fosforilação da VASP(HOLT et al., 2016).  

Nessa mesma metodologia, Joshiet al. (2011), obtiveram uma concentração de pVASP 

cerca de 3 x maior que o veículo, esse dado é muito interessante, pois essa droga é um 

estimulador da GCs, mesma classe da droga testada neste trabalho, e coincidentemente 

produzindo alcançando o mesmo poder de efeito de fosforilação. 
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Para determinar se definitivamente o fármaco estudado tem como mecanismo de 

ação a indução da GCs, foi realizada a dosagem da concentração do GMPc nos fragmentos de 

corpos cavernosos. Os dados recolhidos após análise da quantificação de GMPc intracelular 

demonstraram que os fragmentos de corpos cavernosos tratados com o IWP apresentavam uma 

concentração de GMPc cerca de 3x maior que o veículo (controle).  

Além disso, quando adicionado o ODQ, houve uma redução importante da geração 

do GMPc, sendo estatisticamente significante. Esses resultados comprovam que o IWP-051 

produz GMPc através da indução da GCs, e a redução alcançada pela adição do ODQ, 

confirmam a ação da sustância no sítio HEME NO-dependente. Testando um doador de NO, e 

corpos cavernosos humanos, a concentração de GMPc nesse estudo foi maior no grupo tratado 

com a substância, cerca de 74% a mais que as tiras tratadas com o veículo DMSO, e houve 

também bloqueio importante com o uso do ODQ (LEITÃO JUNIOR et al., 2016). No estudo de 

Seidleret al (2002), a droga com maior capacidade relaxante máxima foi o SNP, porém a 

substância (NCX911) foi a que mais produziu GMPc, apesar de produzir uma menor resposta 

máxima.  

 Esse trabalho é 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 múltiplos experimentos para demonstrar tanto a eficácia da 

substância, como elucidar alguns mecanismos de ação da mesma. Outra importante 

contribuição foi a realização de experimentos com substâncias que poderiam agir 

sinergicamente no efeito relaxante dessa classe droga. Ainda nos experimentos, demonstrou-

se que ofármaco gera uma concentração importante de GMPc e fosforilação da VASP, 

definido o mecanismo de ação através da via NO/GMPC. 

Adicionalmente,um dado complementar desse estudo foi a descrição das contrações 

miogênicas espontâneas oriundas do corpo cavernoso. Esses resultados já foram encontrados 

por outros autores, porém não foram valorizados. Essas contrações podem ser importantes 

para explicar os mecanismos fisiológicos do estado de flacidez penianae o início do 

relaxamento, já que essas são reflexo de um sincronismo das células da musculatura lisa 

cavernosa. O teste de novas substâncias nessas contrações pode abrir um grande leque de 

possibilidades experimentais, mostrando no futuro um grande caminho para o 

desenvolvimento de outras drogas. O próximo passo para esses experimentos será testar esse 

fármaco em corpos cavernosos com disfunção endotelial, para avaliar os seus efeitos em 

condições que outras substâncias falham. E finalmente testar em ensaios clínicos com 

pacientes. 



69 
 

O trabalho atual conclui que, o IWP-051 é um potente agente de relaxamento da 

musculatura lisa em corpos cavernosos de humanos, atuando na indução da enzima guanilato 

ciclase solúvel. A adição de IPDE 5 e inibidores da RhoA/kinase não demonstrou benefício 

no efeito relaxante máximo ou na potência. 

Estudos adicionais in vitro poderiam ser desenvolvidos, utilizando-se mais amostras, 

investigando-se mecanismos de ação diferentes como: ativação de canais de outros íons, 

avaliação do movimento intracelular de íons cálcio e a dosagem direta de outros segundos 

mensageiros além do GMPc, para caracterizar outros mecanismos de ação.  

Estudos in vivo, utilizando modelos animais, também são necessários para avaliar a 

relação entre pressão arterial e pressão intracavernosa e estimulação do nervo cavernoso. Os 

estudos sugeridos poderiam indicar prováveis aplicações clínicas no futuro de indutoras da 

GCs. 
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6 CONCLUSÕES 

 

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

de humanos. 

2. O Fármaco possui efeito, in vitro, comparável à Tadalafila. 

3.  O agente tem sua ação diminuída na ausência de NO endógeno. 

4. O IWP-051 atua no sistema de sinalização celular NO/GMPc, estimulando a enzima 

guanilato ciclase solúvel 

5. Parte do efeito da droga está relacionada com a ativação de canais de potássio 

6. Não há aparente ativação dos canais de potássio dependente de ATP, durante o processo 

de relaxamento da musculatura lisa cavernosa. 

7. Há indícios que de que não há efeitos sinérgicos com inibidores da ROCK 

8. O IWP-051 abole as contrações espontâneas do CC com concentrações superiores a 10-5 

M. 

9. O IWP-051 gera uma importante concentração de VASP, com efeito parcialmente abolido 

pela adição do ODQ 

10. O IWP-051 gera uma considerável concentração de GMPc, com efeito diminuído pela 

adição de ODQ 
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_________________, ______________________ (parentesco) do ______________________ 
(doador), internado no Hospital___________________________ no dia ____________, 
prontuário: ______________,que teve sua morte encefálica às _______ do dia 
_____________, e após exames clínicos e complementares por equipe médica especializada, 
autorizo, de minha livre e espontânea vontade, a remoção de fragmentos (pedaços) de cerca 
de 1cm de corpo cavernoso (pequeno pedaço da parte interna do pênis), os quais serão 
utilizados para fins de pesquisa científica 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 Nº 

9.175, DE 18 DE OUTUBRO DE 2017, que regulamenta a Lei nº 9.434, de 4 de fevereiro de 1997, 

para tratar da disposição de órgãos, tecidos, células e partes do corpo humano para fins de 
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transplante e tratamento. Fui informado(a) claramente que a referida remoção é realizada pela 
mesma incisão (corte) utilizada para retirada dos órgãos para transplante, e que os fragmentos 
destinam-se a fins científicos (pesquisa in vitro-estudo em laboratório). A publicação dos 
resultados deste estudo não terá identificação do doador. 

______________________ , _____ de _________________ de ______  
 

ass: _________________________________________ 

(Parente responsável pela doação) 
 

Testemunhas:  
_________________________________________RG: ____________________ 
_________________________________________RG: ____________________ 
___________________________________________________________________ 

Dr.Alexandre Saboia Leitão Júnior 
Pesquisador Responsável Universidade Federal do Ceará Tel 85 8890 1044 e-mail: 
alex_leitao@hotmail.com 

Aprovado pelo CEP/UFC PROPESQ de acordo com a resolução 466/12 

ATENÇÃO: Se você tiver alguma consideração ou dúvida, sobre a sua participação na 
pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFC/PROPESQ Rua 
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teófilo, fone: 3366-8344/46. (Horário: 08:00-12:00 
horas de segunda a sexta- feira). O CEP/UFC/PROPESQ é a instância da Universidade 
Federal do Ceará responsável pela avaliação e acompanhamento dos aspectos éticos de todas 
as pesquisas envolvendo seres humanos.., CEP/UFC/PROPESQ 3366-8346 

Aprovado pelo Comitê em Ética em Pesquisa com Seres Humanos CEP/IJF 

Tel:85-32555093 

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

Propósito: Projeto institucional Informações: 

O Presente trabalho justifica-se pela nova busca na procura de novas medicações para o 
tratamento  da Disfunção erétil (impotência sexual). Estima-se que a disfunção erétil atinja 
cerca de 150 milhões de homens (McKinlay, 2000). No Brasil, as estimativas apontam que 
mais de 40% dos brasileiros entre 40 e 70 anos sofram desta condição (Moreira et al., 2001) e 
que pelo menos um milhão de novos casos surjam por ano nesta mesma faixa etária (Moreira, 
2002 a e b). Apesar dessa condição não ser fatal, não deve ser considerada um distúrbio 
benigno, uma vez que pode ter um efeito extremamente negativo na relação conjugal do 
paciente, em sua auto-estima, comprometendo seu bem estar e qualidade de vida. 

A hipótese de trabalho sugerida neste estudo é que a substância IWP-051 pode promover a 
ereção por aumentar o fluxo sanguíneo no pênis(possui propriedades vasodilatadoras 
importantes no endotélio vascular e na musculatura lisa de corpos cavernosos). 



80 
 

A obtenção (retirada)  do fragmento (pedaço) de corpo cavernoso (parte interna do pênis) é 
realizada com a dissecção retropúbica (retirada através do abdômen) do corpo cavernoso, 
através da mesma incisão (corte) da captação dos outros órgãos (xifopubiana). Os benefícios 
dessa pesquisa é descobrir novas medicações para o tratamento da disfunção erétil ( 
impotência) . Não há riscos para os doadores, pois não altera a característica externa, ou seja 
não dá para notar por fora. Não serão divulgados nem nome nem característica do doador, 
sendo utilizada apenas a amostra de corpo cavernoso para estudo in vitro. 

Vale ressaltar que não há compensação financeira relacionada à participação. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa e seus procedimentos. 

Eu discuti com Alexandre Sabóia Leitão Júnior sobre a minha decisão em participar. Ficaram 
claros para mim quais são os propósitos 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 CIRÚRGICO USADO NOS EXPERIMENTOS 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 pinças preensão tipo mosquito Edlo, Brasil 

2 pinças anatômicas tipo addison Edlo, Brasil 

1 tesoura oftálmica Edlo, Brasil 

2 placas de Petri  
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ANEXO B – LIBERAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA DO MINISTÉRIO DA SAÚDE 
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