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RESUMO

O priapismo é considerado uma emergéncia uroldgica e um grave problema clinico para 0s
homens com anemia falciforme. Estudos clinicos apontam uma correlacéo entre o priapismo e
os niveis elevados de hemolise intravascular. A hemdlise intravascular acarreta a liberacdo da
hemoglobina (Hb) no plasma que pode consumir o 6xido nitrico e ser oxidada. Durante essas
reacOes, 0 grupamento heme é liberado da Hb, podendo ser metabolizado, gerando mondxido
de carbono (CO) entre outros metabdlitos. O CO pode promover relaxamento do musculo liso
via GCs-GMPc. Contudo, ainda nenhuma pesquisa investigou o papel do heme livre na fungao
erétil de camundongos. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do grupamento
heme nas alteracdes das respostas relaxantes e contrateis de corpos cavernosos de camundongos
machos C57BL/6. Foram isolados 2 corpos cavernosos de cada animal e montados em
midgrafo. Os animais foram fornecidos pelo CEMIB da UNICAMP. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da USF
(002.03.2021) onde os experimentos foram realizados. A adicdo cumulativa de concentracoes
de heme promoveu relaxamento dos corpos cavernosos. O inibidor da heme-oxigenase (1J, 10
MM) ou inibidor da GCs (ODQ, 10 uM), pré-incubados nos corpos cavernosos, reduziram
(p<0,05) a resposta maxima (Emax) do heme. A pré-incubacéo dos corpos cavernosos com o
heme (100 pM) reduziu (p<0,05) a Emax induzida pela fenilefrina e KCI quando comparada
com o grupo controle, assim como a contracdo EFS. A pré-incubacdo dos corpos cavernosos
com o heme (100 uM) aumentou (p<0,05) a Emax induzida pela ACh e SNP, assim como pela
EFS. A pre-incubacdo com o inibidor da heme-oxigenase (1J, 10 uM) ou inibidor da GCs
(ODQ, 10 puM) inibiu (p<0,05) os efeitos do heme na resposta contrétil (fenilefrina, KCL e
EFS) e relaxante (ACh, SNP e EFS), indicando que o metabolismo do heme e estimulacédo da
GCs sdo necessarios para o seu efeito farmacoldgico. Os niveis de GMPc foram
significativamente maiores (p<0,05) em corpos cavernosos tratados com heme e a preé-
incubagdo com o composto 1J e ODQ diminuiram os niveis de GMPc. Em suma, 0 grupamento
heme in vitro reduziu a contracdo do musculo liso de corpos cavernosos de camundongos, assim
como favoreceu o aumento do relaxamento induzido pela via NO-GMPc no tecido erétil.
Portanto, é provavel que o heme livre pode contribuir para o priapismo na anemia falciforme.
Palavras-chave: monoxido de carbono. GMP ciclico. 6xido nitrico. disfuncao erétil.
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ABSTRACT

Priapism is considered a urologic emergency and a serious clinical problem for men with sickle
cell anemia. Clinical studies point to a correlation between priapism and high levels of
intravascular hemolysis. Intravascular hemolysis leads to the release of hemoglobin (Hb) into
the plasma that can consume nitric oxide and be oxidized. During these reactions, the heme
group is released from Hb, which can be metabolized, generating carbon monoxide (CO) among
other metabolites. CO can promote smooth muscle relaxation via GCs-cGMP. However, no
research has yet investigated the role of free heme in the erectile function of mice. The aim of
the present study was to investigate the effect of the heme group on alterations in the relaxing
and contractile responses of corpora cavernosa of male C57BL/6 mice. Two corpora cavernosa
were isolated from each animal and mounted in a myograph. The animals were provided by
CEMIB of UNICAMP. The experimental protocols were approved by the Ethics Committee
for the Use of Animals (CEUA) of the USF (002.03.2021) where the experiments were carried
out. The cumulative addition of heme concentrations promoted relaxation of the corpora
cavernosa. Heme-oxygenase inhibitor (1J, 10 uM) or GCs inhibitor (ODQ, 10 uM), pre-
incubated in the corpora cavernosa, reduced (p<0.05) the maximal response (Emax) of heme.
Pre-incubation of corpora cavernosa with heme (100 uM) reduced (p<0.05) the Emax induced
by phenylephrine and KCI when compared to the control group, as well as the EFS contraction.
Pre-incubation of corpora cavernosa with heme (100 pM) increased (p<0.05) the Emax induced
by ACh and SNP, as well as by EFS. Pre-incubation with heme-oxygenase inhibitor (1J, 10
UM) or GCs inhibitor (ODQ, 10 uM) inhibited (p<0.05) the effects of heme on the contractile
response (phenylephrine, KCL and EFS) and relaxant (ACh, SNP and EFS), indicating that
heme metabolism and GC stimulation are necessary for its pharmacological effect. cGMP levels
were significantly higher (p<0.05) in heme-treated corpora cavernosa and pre-incubation with
compound 1J and ODQ decreased cGMP levels. In summary, the heme group in vitro reduced
the smooth muscle contraction of the corpora cavernosa of mice, as well as favored the increase
of the relaxation induced by the NO-cGMP pathway in the erectile tissue. Therefore, it is likely
that free heme may contribute to priapism in sickle cell anemia.

Keywords: carbon monoxide. cyclic GMP. nitric oxide. erectile dysfunction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Anemia falciforme e Priapismo

A anemia falciforme é uma doenca hereditaria monogénica e acomete homens e
mulheres. E originaria da Africa, provavelmente como um fator genético de resisténcia a
maléria, e chegou as Americas através da comercializacdo de escravos. No Brasil, de acordo
com a ANVISA (2001), a doenca distribui-se heterogeneamente, devido a miscigenacdo da
populacdo. Estima-se o nascimento de aproximadamente 1000 novos casos por ano de doencas
falciformes no nosso pais. De acordo com os dados do Ministério da Salude (2020), no ano de
2019, um total de 1.214 (mil duzentos e catorze) recém-nascidos no Brasil apresentaram a
doenca falciforme e 61.021 possuem traco falciforme, portando a hemoglobina. Portanto, sdo
consideradas um problema de satde publica no Brasil (KATO et al., 2018).

A doenga ocorre devido uma mutagdo no gene da hemoglobina (Hb). A Hb normal é
denominada hemoglobina A (HbA), de acordo com a ANVISA (2001). A Hb é a principal
proteina das hemadcias, € constituida por duas globinas (cadeias polipeptidicas) do tipo «,
associada a duas globinas do tipo S, conectadas ao heme, conforme esta ilustrado na FIGURA
1 (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; KATO et al., 2017). O heme é um grupo prostético,
composto de protoporfirina 1X e ferro (Fe?*), capaz de se ligar reversivelmente ao oxigénio
(02), permitindo assim o transporte e distribuicdo do oxigénio pelo corpo (AHMED; GHATGE;
SAFO, 2020; KATO et al., 2017).

Globinas B

Hemacia
normal

Hemacia
falcizada

FIGURA 1. Mutacdo no gene da hemoglobina A (HbA) e o surgimento da hemoglobina S (HbS) e
da hemécia falcizada. Fonte: Adaptado de KATO et al. (2017, J Clin Invest).

A mutacdo da molécula de Hb ocorre devido a troca da base nitrogenada adenina por

timina (GAG - GTG), que acarreta a troca de um acido glutdmico por uma valina na cadeia beta
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da Hb, causando nessa molécula uma alteracdo fisico-quimica que origina uma Hb com
anormalidades, denominada hemoglobina S (HbS) (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). O
evento fundamental na patogénese da anemia falciforme € a polimerizagdo da hemoglobina S
(HbS), tornando a hemacia rigida, falcizada (forma de foice) e com uma flexibilidade diminuida
( KATO et al., 2018; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). A heméacia, com a conformacéo
mudada, fica com a membrana menos resistente e mais propicia a hemdlise, ocasionando uma
diminuicdo da vida média das heméacias (HOUWING et al., 2019). Como consequéncias da
doenca podemos listar a anemia hemolitica, episddios de vaso-oclusdo, dores, Ulcera de perna,
sindrome torécica aguda (STA), lesdo de 6rgdos, hipertensdo pulmonar, AVE e priapismo
(KATO et al., 2018; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

O priapismo ¢ definido como uma erecdo peniana duradoura e prolongada, geralmente
persiste por mais de quatro horas (SALONIA et al., 2014). Ha 3 classifica¢Oes diferentes de
priapismo. Priapismo isquémico (veno-oclusivo ou baixo fluxo) caracterizado por uma eregéo
persistente que apresenta rigidez dos corpos cavernosos, pouco ou nenhum fluxo arterial,
constantemente dolorosa e pode ser desencadeada ou ndo por um estimulo sexual. Priapismo
ndo isquémico (arterial ou de alto fluxo) ocasionado por influxo arterial cavernoso irregular e
a erecdo ndo € dolorosa. Priapismo intermitente (recorrente) é uma situacdo distinta marcada
por episddios dolorosos de erecbes prolongadas marcado por um padrdo de recidiva. No
priapismo intermitente a duracdo das ereces pode prolongar, ocasionando um priapismo
isquémico (SALONIA et al., 2014). Entre estas classificacfes, o priapismo isquémico é 0 mais
comum (PRYOR et al., 2004). Alguns casos de priapismo isquémico foram associados com
discrasias hematologicas, infec¢des, disturbios metabolicos ou neurogénicos, neoplasias e uso
de certos medicamentos. A anemia falciforme é a etiologia mais comum e responsavel pelo
priapismo isquémico durante a infancia e a vida adulta (SALONIA et al., 2014).

O priapismo é considerado um grave problema clinico para os homens portadores de
anemia falciforme. O priapismo isquémico é uma emergéncia uroldgica, porque pode provocar
mudancas estruturais nos corpos cavernosos como fibrose peniana irreversivel, danos no
musculo liso e em células endoteliais. Essas alteracdes colaboram para os danos vasculares,
podendo evoluir para uma disfuncdo erétil (BIVALACQUA et al., 2006; BURNETT et al.,
1995; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Estudos epidemiol6gicos apontam que 30-
45% dos pacientes falciformes podem desenvolver priapismo isquémico e 30% destes casos
evoluem para a disfuncdo erétii (ADEYOJU et al, 2002; ALVAIA et al., 2020;
MANTADAKIS et al., 1999).
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Apesar da elevada incidéncia do priapismo na anemia falciforme, os tratamentos
disponiveis atuam de forma aguda e ndo preventiva e os mecanismos fisiopatologicos ndo estéo
totalmente esclarecidos (ANELE et al., 2015; MUSICKI; BURNETT, 2020; SALONIA et al.,
2014). Dessa forma, pesquisas que procuram entender o priapismo sdo de extrema importancia,
ndo somente para elucidar a fisiopatologia da doenca, como também para melhorar a terapéutica
e qualidade de vida dos pacientes. Pesquisas clinicas associam positivamente o0 priapismo com
niveis elevados de hemdlise intravascular em homens com anemia falciforme (CITA et al.,
2006; KATO et al., 2006; NOLAN et al., 2005). A hemdlise intravascular acarreta niveis
elevados de heme livre no plasma. O excesso de heme no plasma participa da fisiopatologia da
anemia falciforme, desencadeando processo inflamatério, processo vasooclusivo e aumento do
estresse oxidativo (BELCHER et al., 2014). Entretanto, at¢ o momento nenhum estudo
investigou o efeito do grupo heme em corpos cavernosos. Assim, propusemos a hipdtese que o

grupo heme pode contribuir para o priapismo na anemia falciforme.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mecanismos moleculares de contracdo e relaxamento do corpo cavernoso

2.1.1. Contracéo do corpo cavernoso e flacidez peniana

A magnitude de contracdo do tecido erétil determina o estado peniano de flacidez e
erecdo. A resposta contratil relaxante é controlada por mecanismos periféricos e centrais
(BURNETT, 2019). A noradrenalina, as endotelinas e os prostandides estdo entre os varios
transmissores e moduladores que contribuem para a contracdo do tecido erétil peniano
(GRATZKE et al., 2010).

A neurotransmissao simpatica exerce uma funcao fundamental na regulagéo do tonus do
musculo erétil. A vascularizacdo peniana e o musculo liso do corpo cavernoso possuem uma
extensa inervacdo adrenérgica, que condiciona a flacidez, principalmente por meio da atividade
tonica desta inervacdo, levando a liberacdo em massa de noradrenalina, estimulando a resposta
contratil dos vasos do pénis e do musculo liso trabecular cavernoso (DEAN; LUE, 2005;
MACDONALD; BURNETT, 2021).

Os mecanismos intracelulares consequentes da contracdo estimulada através da ativacéo
dos receptores a-AR, pela noradrenalina, compreendem a ativacdo da fosfolipase C (PLC), que
cataliza a fosfatidilinositol (PIP;) em diacilglicerol (DAG) e inositol trisfosfato (IP3), fazendo
com que se eleve os niveis de calcio intracelular. Em seguida, o calcio liga-se a calmodulina,
ativando a kinase da cadeia leve de miosina (MLC2o), levando ao aumento expressivo de
fosforilacdo da MLC20. Ao longo desses mecanismos, a MLCy fosforilada interage com a o.-
actina levando a contracdo da célula muscular lisa peniana (BERRIDGE, 2008; GRATZKE et
al., 2010) (Fig. 2). Varias evidéncias sugerem que no COrpo cavernoso as respostas o-
adrenérgicas sdo parcialmente dependentes da proteina G monomérica RhoA e de seu alvo
intracelular Rho-kinase (ANDERSSON, 2011; MITIDIERI et al., 2020; YILDIRIM et al.,
2020).
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FIGURA 2. Principal via de contragéo do musculo liso cavernoso. NA, Noradrenalina; PLC,
Fosfolipase C; PIP,, fosfatidilinositol; IPs, Inositol trisfosfato; Dag, Diacilglicerol; PKC, Proteina
quinase C; Rs, Reticulo sarcoplasmatico; Ca?*, Calcio; Cam, Calmodulina; MLC, Quinase da cadeia
leve de miosina; MLC-P, Fosfatase de cadeia leve de miosina.

2.1.2. Relaxamento do corpo cavernoso e erecao peniana

O o&xido nitrico (NO) é o neurotransmissor mais importante entre um sistema de
sinalizacdo que age mediando a resposta erétil no pénis. Esse neurotransmissor € produzido
pelas enzimas oxido nitrico sintases (NOS), que estao localizadas nas fibras NANC nitrérgicas
(nNOS) e no endotélio (eNOS), sendo as enzimas responsaveis pela catalizacdo do metabolismo
da L-arginina, produzindo NO e L-citrulina (FORSTERMANN; SESSA, 2012). O NO ¢
liberado do endotélio em resposta a acetilcolina (ACh) no tecido peniano (TEJADA et al.,
1988). O relaxamento das artérias helicinais, decorrente da despolarizacdo da inervacdo
cavernosa, faz com que o NO seja liberado das células endoteliais, como resultado da elevacao
do fluxo sanguineo (HURT et al., 2012). Deste modo, a regulacdo da erecdo aparenta ndo ser
mediada apenas pelo NO proveniente dos nervos. A forca de cisalhamento aumentada e
evocada durante a erecdo serve de estimulo para a fosfatidil-inositol 3-kinase (PI3K), que
fosforila a proteina quinase B, a qual fosforila a enzima eNOS produzindo NO endotelial
(HURT et al., 2002; 2012; MITIDIERI et al., 2020; YILDIRIM et al., 2020).
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No momento em que é liberado do endotelio ou de fibras nitrérgicas, o NO é difundido
para o interior da célula do musculo liso adjacente ligando-se em seu receptor, a guanilato
ciclase soluvel (GCs) (BURNETT, 2019). Esta ligacdo acontece na por¢do heme gerando um
complexo heme-ferrosonitrosil. Quando o NO se liga, provoca a quebra da ligacédo entre o ferro
e a Hisies axial, originando um anel com o NO localizado na posicéo cinco, que leva a uma
mudanca conformacional ativando a GCs (BOON; HUANG; MARLETTA, 2005; EVGENOV
et al., 2012). A ativacdo da GCs pelo NO causa a conversao de guanosina trifosfato (GTP) em
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) - 0 segundo mensageiro. A elevacdo nos niveis de
GMPc leva a ativacao da proteina quinase dependente de GMPc (PKG), conduzindo a reducéo
dos niveis intracelulares de calcio, resultando no relaxamento do musculo liso e ere¢do peniana.
A resposta erétil é cessada quando o GMPc é degradado a 5"GMP pela fosfodiesterase tipo 5
(PDE5) (ANDERSSON, 2011; MITIDIERI et al., 2020; YILDIRIM et al., 2020) (Fig. 3).

ESTIMULO
SEXUAL

Célula Endotelial

Célula Muscular

Lisa
eNOS l
Ve @ —,
Nitrérgica | ® .. ® /
® e GCs Relaxamento
NO/. o (’f)/ da musculatura
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FIGURA 3. Sinalizacdo NO/GCs/GMPc: Principal via de relaxamento do musculo liso cavernoso.
nNOS, Oxido nitrico sintase neuronal: eNOS, Oxido nitrico sintase endotelial: GCs, Guanilato ciclase
soluvel; GTP, Guanosina trifosfato; GMPc, Monofosfato ciclico de guanosina; 5"GMP, Guanosina 5'-
monofosfato; PDES5, fosfodiesterase tipo 5; PKG, Proteina quinase dependente de GMPc; Ca®*, Calcio.

2.2. Priapismo e hemolise intravascular na anemia falciforme

Na anemia falciforme, a baixa biodisponibilidade de NO esta associada com a hemdlise
intravascular, aumento do estresse oxidativo e aumento da atividade enzimatica da arginase
(GLADWIN; SACHDEYV, 2012). A diminuicdo da biodisponibilidade de NO no pénis vem

sendo indicada como uma das principais causas que desencadeia o priapismo em homens e
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modelos murinos transgénicos para anemia falciforme, além do mecanismo de vaso-ocluséo
(CHAMPION et al., 2005; KATO, 2012; LAGODA et al., 2013; MUSICKI et al., 2021; SILVA
et al., 2016). Resultados experimentais apontam que a diminui¢do da biodisponibilidade de
NO/GMPc ocasiona a redugdo compensatoria da atividade e expressdo de PDE5 no corpo
cavernoso, prejudicando, desta forma, o mecanismo de controle erétil ( BIVALACQUA et al.,
2006; CHAMPION et al., 2005; MUSICKI et al., 2018; SILVA et al., 2016; SOPKO et al.,
2015) (Fig. 4). De fato, estudos funcionais in vitro apontaram aumento do relaxamento
nitrérgico e do relaxamento dependente e independente de endotélio em corpos cavernosos de
camundongos falciformes transgénicos, “Berkeley” e “Townes”, assim como redugdo na
expressdo da PDE5 (CHAMPION et al., 2005; SILVA et al., 2016a,b; SOPKO et al., 2015). O
aumento das concentracdes de espécies reativas de oxigénio também foi observado em pénis
de camundongos e homens com anemia falciforme (BIVALACQUA et al., 2006; LAGODA et
al., 2012; MUSICKI et al., 2021; SILVA et al., 2016). Camundongos knockout para a enzima
eNOS ou knockout para as enzimas eNOS e nNOS apresentam caracteristicas de priapismo e
aumento do relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso, assim como reducdo na
expressdo da PDE5 e aumento do estresse oxidativo no pénis (CHAMPION et al., 2005;
NANGLE; COTTER; CAMERON, 2004; SILVA et al., 2016; SOPKO et al., 2015). O estudo
com esses animais indica que a disfuncéo da enzima eNOS no pénis € uma importante alteracao
para desencadear o priapismo (CHAMPION et al., 2005) (Fig. 4). Alteracdes na via da rho-
kinase e adenosina tembém parecem colaborar para o priapismo em camundongos falciformes
(BIVALACQUA et al., 2010; LA FAVOR et al., 2018; MUSICKI; BURNETT, 2020; NING
et al., 2014).
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FIGURA 4. AlteracGes na via de sinaliza¢do do NO e priapismo.

Estudos clinicos apontam uma correlacdo forte e positiva entre o priapismo e niveis
elevados de hemolise intravascular em homens com anemia falciforme (CITA et al., 2006;
KATO et al., 2006; NOLAN et al., 2005). O processo de hemdlise intravascular acarreta a
liberacdo de Hb para o plasma podendo consumir o NO e ser rapidamente oxidada. Durante
essas reaces, forma-se a Hb na forma férrica (metahemoglobina; HbF®*), que libera
prontamente o grupamento heme (SCHAER et al., 2013; GLADWIN, 2016). Em condigdes
fisiologicas, a haptoglobina e a hemopexina sdo as proteinas plasmaticas responsaveis pela
defesa do organismo contra 0 acimulo de Hb e heme livre no plasma, respectivamente (DEUEL
et al., 2015). No plasma, a haptoglobina se liga a Hb livre e a hemopexina se liga ao grupamento
heme, formando complexos. Os complexos haptoglobina-hemoglobina sdo metabolizados
pelos macréfagos no sistema reticulo-endotelial, principalmente no baco, enquanto o complexo
hemopexina-heme é metabolizado nos hepatdcitos (HVIDBERG et al., 2005; SCHAER et al.,
2016; SMITH; MORGAN, 1979) (Fig. 5). Porém, na anemia falciforme, concentracbes mais
altas de Hb e heme sdo liberadas no plasma, saturando a haptoglobina e hemopexina cujos
niveis declinam rapidamente, assim acumulando hemoglobina e heme livre no plasma
(MULLER-EBERHARD et al., 1968; REITER et al., 2002; VERCELLOTTI et al., 2016;
VINCHI et al., 2013; YALAMANOGLU et al., 2018). Em pesquisas utilizando modelos de
roedores para anemia falciforme, foi apresentado que o grupamento heme consegue ativar o

endotélio dos vasos pelos receptores do tipo Toll-Like 4 (TLR4). Os produtos gerados a partir
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da ativacdo do TLR4 sdo os mediadores inflamatdrios (IL-1, IL-6, IL-8), as espécies reativas
de oxigénio (ERO), a liberacdo de P-selectina e do fator de von Willebrand, que atuam na
coagulacdo do sangue e na adesao das células, contribuindo para eventos de estase vascular e
também vaso-oclusdo (BELCHER et al., 2014; BELCHER et al., 2018).

Para reduzir a toxicidade dos produtos gerados pela a hemdlise, o grupamento heme é
metabolizado pela heme oxigenasse-1 (HO-1, induzivel) e heme oxigenasse-2 (HO-2,
constitutiva), gerando CO, biliverdina e ferro (MONTFORT, WALES, WEICHSEL, 2017;
SHAMLOUL, 2009). Entre os trés derivados da metaboliza¢cdo do heme, o CO que antes era
visto apenas como agente toxico, tem se mostrado uma importante molécula sinalizadora
relacionada a fisiologia e fisiopatologia de muitos processos bioldgicos (GIBBONS et al.,
2013). A principal fonte da producéo de CO enddgeno é a degradacéo do heme (RODGERS et
al., 1994; WU et al., 2005). Sabe-se que o CO se liga na GCs através do ferro da por¢ado heme,
estimulando sua atividade e aumentando a producdo de GMPc. A ativacdo da via CO-GCs-
GMPc promove vasodilatagdo (MUSTAFA et al., 2009; WANG et al., 1997) e relaxamento do
musculo liso de corpos cavernosos, podendo induzir a erecdo peniana (USHIYAMA et al.,
2004).

Hemoglobina m Grupo heme
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[ [
Reticulo endotelial Hepatdcitos

FIGURA 5. Haptoglobina e hemopexina em condicdes fisiologicas.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

O priapismo € um importante e grave problema clinico para os pacientes homens com
anemia falciforme. Esta condi¢cdo é uma emergéncia uroldgica e os tratamentos atualmente
disponiveis atuam de forma aguda e frequentemente sdo administrados tardiamente. Quando 0s
tratamentos medicamentosos ndo sao eficientes, é necessario submeter o paciente ao tratamento
cirlrgico, pois o priapismo ndo tratado pode acarretar uma disfuncdo erétil irreversivel
(SALONIA et al., 2014). Estudos clinicos apontam que o priapismo esta associado com o
aumento de hemdlise intravascular em pacientes falciformes (BELCHER et al.,, 2014;
GLADWIN, 2016; HVIDBERG et al., 2005). Pacientes falciformes possuem uma maior
concentracdo de heme plasmatico, resultado da hemolise intravascular. Neste estudo, uma vez
que o CO é conhecido por ativar a GCs, propusemos a hipotese que a producdo de CO, como
subproduto do metabolismo do heme, pode contribuir para o priapismo através do aumento do
relaxamento e reducdo da contracdo do musculo liso do corpo cavernoso através da ativacao da
via GCs-GMPc (Fig. 6).

Heme-oxigenasse-2
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Grupo heme livre Relaxamento do musculo liso
- ANEMIA FALCIFORME cavernoso

(Niveis elevados de heme
M apos hemdlise intravascular)

FIGURA 6. Metabolizacdo do heme, produgéo de CO e ativagdo da via GCs-GMPc.
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4. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do grupamento heme nas alteracbes das respostas relaxantes e

contréteis de corpos cavernosos.

4.1. Objetivos especificos:

(1) Investigar o efeito do heme (in vitro) na via de sinalizagdo NO-GMPc nos corpos
cavernosos.

(1) Investigar o efeito do heme (in vitro) na resposta contratil de corpos cavernosos.

(111) Analisar a inibicdo da HO e GCs nas alteracfes causadas pelo grupamento heme nas
respostas contrateis e relaxantes de corpos cavernosos.

(1V) Avaliar o efeito do heme (in vitro) na producéo do segundo mensageiro - GMPc.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Modelo animal e preparacdo do musculo liso do corpo cavernoso

Foram utilizados para o estudo camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade
entre 3 — 5 meses (pois ja apresentam tamanho e maturacdo ideal para os estudos), fornecidos
pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos no
Biotério da Universidade Sao Francisco (USF) a 24°C, em ciclos de claro/escuro (12/12 h),
com racgdo e &gua ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da USF (002.03.2021) onde os experimentos foram
realizados.

Para a preparacdo do musculo liso cavernoso, os animais foram anestesiados com
quetamina/xilazina (100/10 mg/Kg). O pénis foi removido da regido de insercao da crura. Apos
esse procedimento os pénis foram colocados em solucdo de Krebs-Henseleit na seguinte
composicdo (mM): NaCl, 130; NaHCO;, 14.9; dextrose, 5.5; KCI, 4.7; KH,PO,, 1.18;
MgSO,7H,0, 1.17 e CaCl,.2H,0, 1.6. Ap6s a remocdo da veia dorsal, uretra, tecidos
conectivos e glande peniana, 0s corpos cavernosos foram isolados a partir da extremidade
proximal apos seccdo do septo fibroso que os conecta. Desta forma, dois segmentos de corpos
cavernosos foram obtidos de cada camundongo e, em seguida, eram suspensos entre um
transdutor de forca de unidade fixa em um miografo para banho de 6rgéos isolados. Foi aplicada
nesses tecidos uma tensdo de 2,0-2,5 mN, sendo regularmente ajustados por 60 minutos até
alcancar a estabilizacdo dos mesmos e, durante esse periodo, a solucdo de Krebs foi trocada de
15 em 15 minutos. As mudancas de tensdo foram medidas utilizando-se transdutores
isométricos (AD Instruments, Australia) e registradas em sistema PowerLab 4/35 de aquisi¢ado
de dados (software versao 7.0, AD Instruments, Australia). Este método foi reproduzido de
estudo anterior realizado pelo nosso grupo (SILVA; ANTUNES, 2014).

5.2. Curvas concentragao-resposta

Em corpos cavernosos, foram realizadas curvas concentracao-resposta cumulativas ao
agonista a-1 adrenérgico fenilefrina (1 nM — 300 uM) e KCI (1 — 300 mM) em tecidos pré-
incubados com heme (100 puM) ou veiculo (DMSO, 0,1%) por 30 minutos (SILVA;
ANTUNES, 2014). O DMSO (dimetilsulféxido) é um solvente muito utilizado na area de
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pesquisas farmacoldgicas ou toxicoldgicas e, geralmente, abaixo de 10% (v/v) é considerado
ndo toéxico. Reconhece-se que os efeitos do DMSO sdo praticamente baixissimos
(VERHEIJEN et al., 2019).

A resposta contrétil induzida por estes agentes também foi avaliada em tecidos pré-
incubados com o 1J (inibidor da heme oxigenase; 10 uM) ou ODQ (inibidor da GCs; 10 puM)
por 30 minutos antes da pré-incubacdo com o heme (100 uM) ou veiculo (DMSO). Dessa
forma, tivemos 0s seguintes grupos experimentais:

e Controle-Veiculo, corpos cavernosos incubados apenas com o veiculo (DMSO).

e Heme 100 pM, corpos cavernosos incubados apenas com o heme (100 puM).

e Controle-1J, corpos cavernosos incubados com o 1J (10 uM) e veiculo (DMSO).

e Heme-1J, corpos cavernosos incubados com o 1J (10 uM) e heme (100 pM).

e Controle-ODQ, corpos cavernosos incubados com o ODQ (10 uM) e veiculo
(DMSO).

e Heme-ODQ, corpos cavernosos incubados com o ODQ (10 pM) e heme (100 pM).

Para analisarmos a resposta relaxante do corpo cavernoso, realizamos a pré-contracao
tecidual com fenilefrina (10 uM). Apos a estabilizacdo da resposta contratil (sem variacdes na
tensdo), foram construidas curvas concentracdo-resposta nos tecidos a agentes relaxantes,
acetilcolina (1 nM - 10 uM) e doador de NO (SNP; 10 nM - 100 uM) em tecidos pré-incubados
com heme (100 uM) ou veiculo (DMSQO) por 30 minutos. Também foram construidas curvas
concentracdo-resposta ao heme (10 uM - 300 uM) para avaliar o relaxamento em corpos
cavernosos pré-incubados com veiculo (DMSO, 30 minutos). A resposta relaxante induzida por
estes agentes também foi avaliada em tecidos pré-incubados com o 1J (inibidor da heme
oxigenase; 10 uM) por 30 minutos, antes da pré-incubacdo com o heme (100 uM) ou veiculo
(DMSO0).

A resposta relaxante foi calculada em relacdo a contracdo maxima produzida pela
fenilefrina (10 uM), a qual foi tomada como 100%. A resposta contratil foi calculada em mN.
Os gréficos foram tracados e analisados através do programa computacional “GraphPad
PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de poténcia (pECso) e resposta
maxima (Emax) foram calculados pela seguinte equagdo: E = Emax/[(1+(10%10X)N + @], os
valores de resposta maxima e poténcia foram calculados, onde: “E”: elevagdo do tonus basal,
“Emax: @ maxima resposta que o agonista pode produzir; “c”: 0 logaritmo da ECso, que é a

[T IR

concentragdo do agonista que produz 50% da resposta maxima; “x”: o logaritmo da
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concentragdo do agonista; “N” exponencial: a inclina¢do da curva concentragdo-resposta; “®”:
a resposta observada na auséncia do agonista. As analises de regressdes ndo lineares para obter
0S pardmetros Emax, 10g ECso ¢ 0 “n” foram feitas usando-se 0 programa computacional

GraphPad Prism, considerando o pardmetro ® como zero.

5.3. Estimulacao elétrica

De acordo com experimentos prévios de Silva e Antunes (2014) para a investigacdo da
estimulacdo elétrica (EFS), foram utilizados dois eletrodos de platina dispostos de forma
paralela e, entre eles, foram incubados 0s corpos cavernosos, 0s quais eram estimulados
eletricamente (50 V), com duracao dos pulsos de 1 milissegundo (ms), intervalo entre os pulsos
de 0,2 ms, duracdo da estimulacdo de 10 segundos, nas frequéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz
com intervalo de 2 minutos entre os estimulos-

As respostas relaxantes a estimulagéo elétrica (EFS, 2-32 Hz) foram avaliadas em corpos
cavernosos primeiramente tratados com atropina (1 uM, para bloquear a resposta muscarinica)
e guanetidina (30 uM, para depletar os estoques de noradrenalina) durante 30 minutos. Os
tecidos também foram pré-incubados com heme (100 uM) ou veiculo (DMSQO) durante 30
minutos. Logo apds, 0s corpos cavernosos foram pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) para
a construcdo da curva frequéncia-resposta (2-32 Hz). A resposta relaxante induzida pela EFS
também foi avaliada em tecidos pré-incubados com o 1J (inibidor da heme oxigenase; 10 uM)
por 30 minutos, antes da pré-incubacdo com o heme (100 puM) ou veiculo (DMSO). O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10 M),
que foi tomada como 100%.

As respostas contrateis induzidas pela EFS foram analisadas em tecidos previamente
tratados com L-NAME (100 pM, inibidor ndo seletivo da NOS) e atropina (1 pM, antagonista
de receptores muscarinicos). Os tecidos também foram pré-incubados com heme (100 uM) ou
veiculo (DMSO) durante 30 minutos. A resposta contratil induzida pela EFS também foi
avaliada em tecidos pré-incubados com o 1J (inibidor da heme oxigenase; 10 uM) ou ODQ
(inibidor da GCs; 10 uM) por 30 minutos antes da pré-incuba¢do com o heme (100 uM) ou

veiculo (DMSO). As respostas contrateis foram medidas em mN.

5.4. Determinacao dos niveis de GMPc
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Para a determinacdo dos niveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de
camundongos, os tecidos foram incubados durante 30 min em solucéo de Krebs continuamente
oxigenada a 37°C. Os tecidos foram entdo estimulados por 30 min com heme (100 uM) ou
veiculo (DMSO = controle). Alguns tecidos foram incubados com o composto 1J (100 uM, 30
min) ou ODQ (100 uM, 30 min) antes da adi¢cdo de heme ou DMSO. Para controle positivo
utilizamos SNP (100 uM, 15 min). Também incubamos alguns corpos cavernosos com SNP
(100 uM, 15 min) e, apos esse tempo, foi incubado ODQ (100 uM, 30 min). Em seguida, todos
os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido, pulverizados,
homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados a 2000 g por 10 min a 4
°C. O TCA foi extraido das amostras através de trés lavagens com solugdo de éter saturado com
agua. A preparacdo do tracer, amostras, padrfes e incubagdo com anticorpo foram feitas
conforme descrito no kit disponivel comercialmente (Cayman Chemical Cyclic GMP ELISA
kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata e o peso do pellet foi

utilizado para normalizar os dados que foram expressos em pmol/mg de tecido.

5.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo das medias (E.P.M.) de n
experimentos indicados em cada caso. Teste t ndo-pareado de Student foi utilizado para
comparacdo de dois grupos. Para comparaces multiplas entre 3 grupos, foi usado o teste de
andlise de variancia (ANOVA-uma via), seguido pelo teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo heme: efeito do inibidor da guanilato
ciclase solavel e heme oxigenase in vitro

O heme (10 uM — 300 uM) produziu relaxamento dependente da concentragdo em corpos
cavernosos de camundongos saudaveis (Figura 7A). O relaxamento também foi avaliado em
tecidos pré-incubados com ODQ (10 pM, inibidor da guanilato ciclase soltvel) ou 1J (10 pM,
inibidor ndo seletivo da heme oxigenase) por 30 minutos (Figura 7A). O ODQ e o0 1J reduziram

significativamente os valores de resposta maxima do heme (Figura 7B).
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FIGURA 7. Curvas concentracdo-efeito ao heme em corpos cavernosos de camundongos na
presenca do ODQ e 1J. O relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela
fenilefrina (10 pM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padréo da
média de 5 experimentos. *P < 0.05 comparado com o grupo controle.

6.2. Papel do heme na contracdo de corpo cavernoso induzida pela fenilefrina: efeito do
inibidor da GCs e heme oxigenase in vitro

A contracdo dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliada através da construcéo
de curvas concentragdo-resposta cumulativas a fenilefrina (1 nM — 300 uM) em tecidos pre-
incubados com heme (100 uM) ou veiculo (DMSO) por 30 minutos. A fenilefrina produziu
contracdo dependente da concentracdo nos corpos cavernosos pré-incubados com heme (100
uM) e no grupo controle (Figura 8A). A resposta maxima (Emax) da fenilefrina foi
significativamente (P < 0.05) menor nos corpos cavernosos pré-incubados com heme (100 uM)
em comparagdo com o grupo controle (Figura 8B) e ndo houve diferenga para os valores de
poténcia (PECso) (Figura 8C).
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A contracdo dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliada em tecidos pré-
incubados com ODQ (10 uM, inibidor da guanilato ciclase soltvel) por 30 minutos (Figura
8D). Néo houve diferenca nos valores de Emax (Figura 8E) e pECso (Figura 8F) para a fenilefrina
entre os grupos controle-ODQ e Heme-ODQ.

A contracdo dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliada em tecidos pré-
incubados com 1J (10 pM, inibidor da ndo seletivo da heme oxigenase) por 30 minutos (Figura
8G). Néo houve diferenga nos valores de Emax (Figura 8H) e pECso (Figura 8l1) para a fenilefrina
entre os grupos controle-1J e Heme-1J.
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FIGURA 8. Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina em corpos cavernosos na presenca do heme
(A) ou heme + ODQ (D) e heme + 1J (G). Painel B, E e H: valores de resposta maxima (Emax). Painel
C, F e I: valores de poténcia (pECso). Os dados representam as médias * erro padrdo da média de 7
experimentos. As respostas contrateis sdo apresentadas em mN. * P<0,05 comparado com o respectivo
grupo controle.
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6.3. Papel do heme na contracéo de corpo cavernoso induzida pelo KCI: efeito do inibidor da
GCs e heme oxigenase

A contracdo dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliada atraves da construcéo
de curvas concentragdo-resposta cumulativas ao KCI (1 — 300 mM) em tecidos pré-incubados
com heme (100 pM) ou veiculo (DMSO) por 30 minutos. O KCI produziu contragdo
dependente da concentragdo nos corpos cavernosos pré-incubados com heme (100 uM) e no
grupo controle (Figura 9A). A resposta maxima (Emax) do KCI ndo foi modificada apds a pré-
incubagdo com o heme (100 uM) em comparacao com o grupo controle (Figura 9B). Entretanto,
os valores de poténcia (pECso) para o KCI foram significativamente menores no grupo heme
em comparagdo com o grupo controle (Figura 9C).

A contragdo dos corpos cavernosos induzida pelo KCI foi avaliada em tecidos pré-
incubados com ODQ (10 uM, inibidor da guanilato ciclase soltvel) por 30 minutos (Figura
9D). Néo houve diferenca nos valores de Emax (Figura 9E) e pECso (Figura 9F) para o KClentre
0s grupos controle-ODQ e Heme-ODQ.

A contracdo dos corpos cavernosos induzida pelo KCI também foi avaliada em tecidos
pré-incubados com 1J (10 pM, inibidor da ndo seletivo da heme oxigenase) por 30 minutos
(Figura 9G). Né&o houve diferenca nos valores de Emax (Figura 9H) e pECso (Figura 91) para o

KCI entre os grupos controle-1J e Heme-1J.
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FIGURA 9. Curvas concentracéo-efeito ao KCIl em corpos cavernosos na presenca do heme (A)
ou heme + ODQ (D) e heme + 1J (G). Painel B, E e H: valores de resposta maxima (Emax). Painel C,
F e I: valores de poténcia (pECso). Os dados representam as médias * erro padrdo da média de 6
experimentos. As respostas contrateis sdo apresentadas em mN. * P<0,05 comparado com o respectivo
grupo controle.

6.4. Contracao de corpo cavernoso induzida pela estimulacao elétrica: efeito do heme in vitro

A contragdo dos corpos cavernosos induzidas pela EFS foram avaliadas em tecidos pré-
incubados com heme (100 uM) ou veiculo (DMSO) por 30 minutos. A EFS da preparacao
induziu contracbes frequéncia-dependentes nos corpos cavernosos (2-32 Hz) que foram
abolidas pela pré-incubacdo com guanetidina (30 uM, N=10), confirmando que as respostas
contrateis induzidas pelas EFS sdo mediadas pela liberacdo de noradrenalina. Nos corpos
cavernosos pré-incubados com heme, a resposta neurogénica contratil foi menor (P < 0.05) em
comparagdo com o grupo controle, em todas as frequéncias estudadas (Figura 10A).

A contracdo dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliada em tecidos pré-

incubados com ODQ (10 pM, inibidor da guanilato ciclase soltvel; Figura 10B) ou 1J (10 uM,
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inibidor da ndo seletivo da heme oxigenasse; Figura 10C) por 30 minutos. Nao houve diferenca

na contracdo neurogénica entre os grupos controle-ODQ e Heme-ODQ, assim como entre 0sS
grupos controle-1J e Heme-1J.
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FIGURA 10. Contracao induzida pela EFS em corpos cavernosos na presenca do heme (A), heme
+0DQ (B) e heme + 1J (C). Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 6 experimentos.
As respostas contrateis sdo apresentadas em mN. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle.

6.5. Relaxamento de corpo cavernoso induzida pela acetilcolina: efeito do heme in vitro

O relaxamento dependente de endotélio em corpos cavernosos dos camundongos foi
avaliado através da construcdo de curvas concentragdo-resposta cumulativas a acetilcolina
(ACh, 1 nM — 10 uM) em tecidos pré-incubados com heme (100 M) ou veiculo (DMSQ) por
30 minutos. A ACh produziu relaxamento dependente da concentracdo nos corpos cavernosos
pré-incubados com heme (100 uM) e no grupo controle (Figura 11A). A resposta maxima (Emax)
da ACh foi significativamente (P < 0.05) maior nos corpos cavernosos pré-incubados com heme
(100 uM) em comparacdo com o grupo controle (Figura 11B) e ndo houve diferenca para 0s
valores de poténcia (pECso) (Figura 11C).

O relaxamento dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliado em tecidos pré-
incubados com 1J (10 uM, inibidor da nédo seletivo da heme oxigenase) por 30 minutos (Figura

11D). N&o houve diferenca nos valores de Emax (Figura 11E) e pECso (Figura 11F) para a ACh
entre 0s grupos controle-1J e Heme-1J.
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FIGURA 11. Curvas concentracao-efeito a acetilcolina (ACh) em corpos cavernosos na presenca
do heme (A) ou heme + 1J (D). Painel B e E: valores de resposta maxima (Emax). Painel C e F: valores
de poténcia (pECso). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo induzida pela
fenilefrina (10 pM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padréo da
média de 6 experimentos. As respostas contrateis sdo apresentadas em mN. * P<0,05 comparado com o

respectivo grupo controle.

5.6._Relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo nitroprussiato de sodio: efeito do heme
in vitro

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcdo de curvas
concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sodio (SNP, 10 nM — 100 uM) em corpos cavernosos
pré-incubados com heme (100 uM) ou veiculo (DMSO) por 30 minutos. O SNP produziu
relaxamento dependente da concentracdo nos corpos cavernosos pre-incubados com heme (100
uM) e no grupo controle (Figura 12A). A resposta maxima (Emax) do SNP foi significativamente
(P < 0.05) maior nos corpos cavernosos preé-incubados com heme (100 uM) em comparagéo
com o grupo controle (Figura 12B) e ndo houve diferenca para os valores de poténcia (pECso)
(Figura 12C).

O relaxamento dos corpos cavernosos dos camundongos foi avaliado em tecidos pré-
incubados com 1J (10 uM, inibidor da ndo seletivo da heme oxigenase) por 30 minutos (Figura
12D). Né&o houve diferenca nos valores de Emax (Figura 12E) e pECso (Figura 12F) para o SNP

entre os grupos controle-1J e Heme-1J.
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FIGURA 12. Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP) em corpos cavernosos
na presenca do heme (A) ou heme + 1J (D). Painel B e E: valores de resposta maxima (Emax). Painel
C e F: valores de poténcia (pECso). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracdo
induzida pela fenilefrina (10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias * erro
padrdo da média de 6 experimentos. As respostas contrateis sdo apresentadas em mN. * P<0,05
comparado com o respectivo grupo controle.

6.7. Relaxamento de corpo cavernoso induzida pela estimulago elétrica: efeito do heme in
vitro

Os relaxamentos nitrérgicos foram avaliados em corpos cavernosos pré-contraidos com
fenilefrina (10 pM), pré-tratados com guanetidina (30 uM) e atropina (1 uM). A estimulagdo
elétrica da preparacao induziu relaxamentos frequéncia-dependentes (1-32 Hz) em tecidos pré-
incubados com heme (100 uM) ou veiculo (DMSQ) por 30 minutos. Nos corpos cavernosos
pré-incubados com heme, o relaxamento neurogénico foi maior (P < 0.05) em comparagdo com
0 grupo controle, nas frequéncias de 4-32 Hz (Figura 13A).

Os relaxamentos nitrérgicos dos corpos cavernosos dos camundongos foram avaliados
em tecidos pré-incubados com o composto 1J (10 uM) por 30 minutos. N&o houve diferenca na

contracdo neurogeénica entre os grupos controle-1J e Heme-1J (Figura 13B).
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FIGURA 13. Relaxamento induzido pela EFS em corpos cavernosos na presenga do heme (A) e
heme + 1J (B). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contracéo induzida pela fenilefrina
(10 uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 6
experimentos. * P<0,05 comparado com o respectivo grupo controle.

6.8. Determinacéo dos niveis de GMPc em corpos cavernosos

Os niveis basais de GMPc nos corpos cavernosos foram 112% maiores no grupo heme
(100 uM) em comparacdo com o grupo controle (Figura 14). A pré-incubacdo dos corpos
cavernosos com 1J (100 uM) ou ODQ (100 uM) reduziu significativamente (P < 0.05) os niveis
de GMPc em comparacgéo o grupo heme (100 uM) e ndo alterou no grupo controle (Figura 14).
Como controle positivo, 0 SNP (100 uM) aumentou significativamente (P < 0.05) os niveis de

GMPc em comparagdo com o grupo controle. O ODQ (100 uM) aboliu 0 aumento dos niveis
de GMPc pelo SNP (Figura 14).
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FIGURA 14. Niveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de camundongos. Os niveis
de GMPc sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais. *P < 0.05 comparado com 0
grupo controle. #P < 0.05 comparado com o respectivo grupo (na auséncia do ODQ ou 1J).
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7. DISCUSSAO

Estudos clinicos indicam uma correlagdo forte e positiva entre o priapismo e 0s niveis
elevados de hemdlise intravascular em homens com anemia falciforme (BELCHER et al., 2014;
GLADWIN, 2016; HVIDBERG et al., 2005). Na anemia falciforme, devido aos niveis elevados
de hemdlise, altas concentragdes de heme sdo liberadas da hemoglobina para o plasma,
saturando e reduzindo os niveis de hemopexina, dessa forma, acumulando heme livre
plasmético (DETZEL et al., 2021). O excesso de heme no plasma participa da fisiopatologia da
anemia falciforme causando danos teciduais e estimulando a vaso-oclusédo (KATO et al., 2018;
REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Entretanto, até 0 momento, nenhum estudo avaliou o
efeito do heme nos mecanismo de relaxamento e contracdo do musculo liso de corpos
cavernosos. Portanto, no presente estudo, investigamos o efeito do heme no relaxamento
induzido pela via NO-GCs-GMPc, assim como na contracdo induzida pela estimulagdo dos
receptores al-adrenérgico em corpos cavernosos isolados de camundongos C57BL/6.

Durante o estado de flacidez peniana, a atividade simpatica promove a liberacdo do
neurotransmissor noradrenalina que causa contracao das arteriolas e dos sinusdides dos corpos
cavernosos, permitindo pequena quantidade de influxo arterial no pénis. A noradrenalina causa
contracdo do tipo concentracdo-dependente em corpos cavernosos, artérias e veias penianas
(ANDERSSON, 2011). O receptor al-adrenergico € funcionalmente predominante em corpo
cavernoso e o agonista deste receptor, fenilefrina, promove potente contracdo no musculo liso
desse tecido (CHRIST et al., 1990; IMAGAWA et al., 1989). Em camundongos transgénicos
para anemia falciforme, o priapismo tem sido associado com a reducao da atividade contratil
do musculo liso dos corpos cavernosos (BIVALACQUA et al.,, 2012). Em nosso estudo,
avaliamos inicialmente o efeito do heme na contracdo induzida pela fenilefrina e estimulacéo
neurogénica (EFS). A pré-incubacdo com o heme reduziu a contracdo de corpos cavernosos
induzidos pela fenilefrina e EFS. O KCI promove contracdo independente de receptores, atua
despolarizando a membrana celular do musculo liso e promove influxo de célcio que é um
estimulo essencial para a contragdo do masculo liso (LA FAVOR, 2018). Nés verificamos que
a pré-incubacdo com o heme também reduziu a contragéo de corpos cavernosos promovida pelo
KCI. O grupamento heme é metabolizado pela heme oxigenase, gerando CO, gue por sua vez
ativa a GCs, gerando GMPc e levando ao relaxamento do musculo liso de vasos (MONTFORT,
2017; SHAMLOUL, 2009). Em nossa pesquisa, € provavel que o acimulo de GMPc esteja
induzindo o relaxamento do masculo liso de corpos cavernosos e com isso reduzindo a resposta

contrétil da fenilefrina e do KCI no tecido erétil. Um estudo anterior relatou que a incubagéo de
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heme, reduziu a vasoconstri¢do induzida pela fenilefrina em artéria caudal de ratos através de
um mecanismo dependente de CO e GMPc (WANG; WANG; WU, 1997). Outros autores
mostraram que o heme diminuiu a contragdo de artérias placentarias em 61%, através de um
mecanismo dependente de CO e HO (AHMED et al., 2000).

O ODQ ¢ um inibidor da GCs usado como ferramenta farmacoldgica para avaliar
mecanismos dependente de GCs-GMPc. Em nossa avaliagdo, o0 ODQ inibiu o efeito do heme
em reduzir a contracdo induzida pelo agonista dos receptores a1-adrenérgicos e KCI nos corpos
cavernosos, indicando que o heme exerce seus efeitos através da ativagdo da GCs. O CO gerado
do metabolismo do heme é conhecido por ativar a GCs (STONE; MARLETTA, 1994) e induzir
0 relaxamento do musculo liso de corpo cavernoso (USHIYAMA et al., 2004) e artérias
(MUSTAFA et al., 2009; WANG et al., 1997). Nés verificamos que o inibidor da heme
oxigenase (1J) também inibiu o efeito do heme em reduzir a contracdo induzida pela fenilefrina
e KCI, indicando que o metabolismo do heme é necessario para o seu efeito farmacologico. E
provavel que o metabolismo do heme esteja gerando CO que ativa a GCs, gerando GMPc nas
células musculares lisas dos corpos cavernosos, assim reduzindo a contracgéo.

O NO nitrérgico é o principal mediador do relaxamento neurogénico do musculo liso
peniano (ANDERSSON, 2011). Estudo prévio mostrou que o endotelio sinusoidal também
libera NO em resposta a ACh (TEJADA et al., 1988). Entretanto, a remocdo do endotélio
sinusoidal do tecido cavernoso ndo previne o relaxamento nitrérgico (IGNARRO et al., 1990;
KIM et al., 1993). Estudos experimentais mostram que é provavel que o NO liberado das fibras
nitrérgicas promove o inicio do processo de erecdo peniana, enquanto o NO derivado do
endotélio, concomitantemente com o NO nitrérgico, atue na sustentacdo do processo erétil
(HURT et al., 2002; 2012). Desta forma, decidimos investigar, o relaxamento induzido pela
ACh e pela estimulacdo elétrica em corpos cavernosos de camundongos pré-incubados com o
heme. O heme aumentou o relaxamento dependente de endotélio induzido pela ACh e
estimulacdo neurogénica (EFS), efeito que foi abolido pelo inibidor da HO, indicando que o
metabolismo do heme também potencializa o relaxamento induzido pela estimulacdo da via
GCs-GMPc. A administracdo de heme via intraperitoneal aumentou o relaxamento induzido
pela ACh em aortas de ratos diabéticos (CHEN et al., 2008). Estudo anterior examinando a via
HO-CO, mostra que o CO regula positivamente o relaxamento induzido pelo EFS no corpo
cavernoso do rato (USHIYAMA et al.,, 2004). Também foi mostrado que o CO aplicado
exogenamente induziu relaxamento dependente da concentragdo em artéria da cauda de rato
pré-contraida com fenilefrina (WANG; WANG; WU, 1997).
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Os doadores de NO séo compostos que podem fornecer NO exogenamente para os tecidos
e células. O composto inorganico SNP é um agente que libera NO no sistema biol6égico por
mecanismos ndo enzimaticos e enzimaticos, produzindo relaxamento independente de
endotélio, mas dependente de GMPc (BONAVENTURA et al., 2008; FEELISCH et al., 1998;
KOWALUK et al., 1992). Estudo anterior relatou também que o relaxamento induzido pelo
SNP é potencializado pelo NO oriundo do endotélio em aorta de rato (BONAVENTURA et al.,
2008). Em nossos resultados, o relaxamento induzido pelo SNP foi maior nos corpos
cavernosos pré-incubados com heme, o qual foi inibido pela pré-incubacao do inibidor da HO.
E provavel que a ativagdo da via CO-GCs-GMPc originada pelo metabolismo do heme esteja
favorecendo o relaxamento induzido pelo SNP. De acordo com nosso resultado, estudo anterior
relatou que o relaxamento de corpos cavernosos induzido pelo CO é potencializado pela
ativacio da GCs (DECALUWE et al., 2012).

O grupamento heme promove relaxamento de artérias de animais através da ativacéo da
via CO-GCs (HOSEIN et al., 2002; KOZMA et al., 1997). Um estudo anterior mostrou que o
tratamento crénico com o heme, assim como a administracdo sistémica de uma Unica dose de
heme aumentou a producdo de GMPc em corpos cavernosos de ratos por mecanismo
dependente da HO (AZIS et al., 2008). Entretanto, nosso estudo é o primeiro a mostrar que o
heme promove relaxamento dependente da concentracdo em corpos cavernosos. O relaxamento
induzido pelo heme foi reduzido pelo inibidor da HO ou GCs. De acordo com estes resultados,
0s niveis de GMPc foram maiores nos corpos cavernosos pré-incubados com o heme, e inibidos
pela pré-incubacdo com o inibidor da HO ou GCs. No geral, estes resultados indicam que o
subproduto, CO, gerado pelo metabolismo do heme através da HO e a ativacdo da via GCs-

GMPc sdo responsaveis pelo efeito farmacoldgico do heme nos corpos cavernosos.
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8. CONCLUSAO

O heme in vitro reduziu a contragdo do musculo liso de corpos cavernosos em
camundongos C57BL/6, assim como aumentou o relaxamento estimulado pela via NO-GMPc
no tecido erétil. Os efeitos farmacoldgicos do heme foram bloqueados pela inibicdo da HO e
GCs, indicando que o mecanismo do heme é dependente da HO e GCs. E provavel que a
ativacdo da via CO-GCs-GMPc, resultante do excesso de heme livre, pode contribuir para o
priapismo na anemia falciforme. Nosso estudo aponta o heme como um novo alvo
farmacol6gico para o tratamento do priapismo e abre caminhos para novas terapias que

busquem reduzir o excesso de heme no plasma, como o tratamento com a hemopexina.
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