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RESUMO

Estudos epidemioldgicos mostraram que 30 a 45% dos homens com doenga falciforme tém
episodios de priapismo e 30% dele progridem para a disfun¢do erétil. Embora o priapismo seja
comum, os tratamentos disponiveis atuam de forma aguda e ndo preventiva. A biodisponibilidade
reduzida do 6xido nitrico endotelial parece ser a chave para o desenvolvimento do priapismo na
anemia falciforme, pois a baixa biodisponibilidade do NO reduz a atividade e a expressao da
fosfodiesterase do tipo 5, alterando assim o mecanismo de erecdo peniana. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o tratamento cronico com o novo composto doador de NO o RVT-FxMe,
destinado a restaurar alteragdes na disfunc@o erétil em camundongos transgénicos para anemia
falciforme e knockouts para a enzim eNOS (eNOS™). Camundongos controles (C57BI/6),
transgénico para anemia falciforme (SCD) e eNOS” foram tratados com o veiculo ou com o
composto RVT-Fx-Me (25 mg/Kg/dia) por 2 semanas. Os valores de hemacia e hemoglobina total
foram consideravelmente menores em camundongos transgénicos para anemia falciforme tratados
com o veiculo ou composto RVT-Fx-Me em comparagdo com os camundongos controles e eNOS"
" tratados com o veiculo ou o composto. Os valores de hemoglobina plasmatica foram
significativamente maiores no grupo SCD-veiculo e SCD-RVT-Fx-Me em comparagdo com os dos
grupos controles e eNOS™ tratados com o veiculo ou RVT-Fx-Me. O relaxamento induzido pelo
SNP e estimulacdo elétrica foi significativamente maior nos corpos cavernosos do grupo eNOS™-
veiculo em comparagdo com o grupo controle. O tratamento com RVT-Fx-Me normalizou o
relaxamento induzido pelo SNP e estimulagdo elétrica nos camundongos eNOS™, mas nio
modificou no grupo controle. No grupo SCD-veiculo, o relaxamento induzido pela ACh, SNP ¢
estimulacdo elétrica (EFS) foi significativamente maior em comparagdo com o grupo controle. O
tratamento com RVT-Fx-Me ndo modificou o relaxamento nos corpos cavernosos do grupo SCD.
Em resumo, nossos resultados demonstraram que o tratamento com o composto RVT-FxMe reverte
as alteragdes funcionais da via NO-GMPc nos corpos cavernosos de camundongos eNOS”, mas
nao nos camundongos SCD.

Palavras-chave: GMP Ciclico. Corpo cavernoso. Estresse oxidativo. Disfungdo erétil. Hemdlise.
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ABSTRACT

Epidemiological studies have shown that 30 to 45% of men with sickle cell disease have episodes
of priapism and 30% of them progress to erectile dysfunction. Although priapism is common,
available treatments are acute rather than preventive. The reduced bioavailability of endothelial
nitric oxide appears to be the key to the development of priapism in sickle cell anemia, as the low
bioavailability of NO reduces the activity and expression of type 5 phosphodiesterase, thus altering
the penile erection mechanism. Therefore, the objective of this work was to evaluate chronic
treatment with the new NO donor compound RVT-FxMe, aimed at restoring alterations in erectile
dysfunction in transgenic mice for sickle cell anemia and knockouts for the eNOS enzyme (eNOS~
"). Control mice (C57B1/6), transgenic for sickle cell anemia (SCD) and eNOS-/- were treated with
the vehicle or the compound RVT-Fx-Me (25 mg/kg/day) for 2 weeks. Red blood cell and total
hemoglobin values were lower in sickle cell transgenic mice treated with the vehicle or RVT-Fx-
Me compound compared to control and eNOS™ mice treated with the vehicle or compound. Plasma
hemoglobin values were significantly higher in the SCD-vehicle and SCD-RVT-Fx-Me group
compared to the control and eNOS™" groups treated with the vehicle or RVT-Fx-Me. SNP-induced
relaxation and electrical stimulation-induced relaxation was significantly greater in corpus
cavernosum of the eNOS™"-vehicle group compared to the control group. Treatment with RVT-Fx-
Me normalized SNP-induced relaxation and electrical stimulation-induced relaxation in eNOS™"
mice, but did not change in the control group. In the SCD-vehicle group, relaxation induced by
ACh, SNP and electrical stimulation (EFS) was significantly higher compared to the control group.
Treatment with RVT-Fx-Me did not modify relaxation in the corpora cavernosa of the SCD group.
In summary, our results demonstrate that treatment with the compound RVT-FxMe reverses the
functional alterations of the NO-GMPc pathway in the corpora cavernosa of eNOS-/ mice, but not
in SCD mice

Keywords: Cyclic GMP. Cavernous body. Oxidative stress. Erectile Dysfunction. Hemolysis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Anatomia, inervacio e fisiologia da erecio peniana

A morfologia do pénis ¢ similar em todos os mamiferos. O pénis do homem ¢ formado
por dois corpos cavernosos (CC) que possuem a forma cilindrica e estdo localizados na regido
dorsal e por um corpo esponjoso situado na regido ventral, que abriga a uretra em seu interior e
origina a glande do pénis na regido distal. Cada um dos CC ¢ contornado pela tunica albuginea que
¢ definida como uma membrana fibrosa e compacta, que ¢ composta em por colageno, assim como
por fibras composta por elastina (MITIDIERI, 2008). Os CC sdo constituidos por espacos
sinusoidais lacunares que sao interligados e revestidos por células endoteliais. Os CC sdo
conectados por um septo fenestrado, o que lhes possibilita funcionar como uma tinica unidade erétil

(HSIEH, 2012; MITIDIERI, 2008).

O pénis possui inervagdo do sistema nervoso simpatico e sistema nervoso para simpatico e
somatica (fibras motoras e sensoriais). A estimulacdo do sistema simpatico atua promovendo
flacidez peniana e a estimulagdo da via parassimpatica leva a ere¢do peniana (DEAN; LUE, 2005;
EL-SAKKA; LUE, 2004; GIULIANO; RAMPIN, 2004). O suprimento sanguineo para o pénis
vem especialmente da artéria pudenda interna que se ramifica nas artérias cavernosa, uretral, dorsal
e bulbar. As artérias cavernosas que adentram 0s corpos cavernosos se ramificam em artérias
menores denominados helicinais. Essas artérias irrigam os espagos sinusoidais dos CC
(MITIDIERI, 2008). O sangue que chega até o pénis ¢ drenado por um complexo sistema de veias
profundas e superficiais que sdo originadas entre a periferia do tecido peniano e a tinica albuginea

(MITIDIERI, 2008).

O musculo liso das artérias do pénis e os sinusdides dos corpos cavernosos encontram-se
contraidos em razdo da estimulacao de receptores al-adrenérgicos, durante a flacidez peniana. No
estado flacido, somente uma porcentagem de sangue entra nos CC para manter a nutri¢do do érgao
(TRAISH et al., 1999). A medida que os sinuséides se contraem, o sangue sai dos CC para as veias
fora do pénis. Assim, durante a flacidez peniana, os musculos lisos dos CC e das artérias dos CC
estao contraidos (KIM et al., 1993). Quando a atividade do sistema nervoso simpatico ¢ bloqueada,
esses musculos relaxam (tumescéncia), ocorrendo a entrada de sangue arterial e a elevagdo gradual
da pressdo intracavernosa. Assim, o relaxamento das artérias cavernosas € helicinas resulta no

aumento do aporte sanguineo para os espagos dos CC, promovendo a expansao peniana e aumento



15

da pressdo intracavernosa. A expansio peniana faz com que ocorra o bloqueio do efluxo venoso
no plexo venoso subtunial, assim ocorrendo o mecanismo de oclusdo venosa, e finalmente, ere¢ao
peniana. A ativacgao das fibras simpaticas causa elevacao no tonus do musculo dos CC e das artérias
helicinais, causando diminui¢do do influxo sanguineo arterial e redug¢do da expansdo dos corpos
cavernosos (detumescéncia), com descompressdo das veias no plexo venoso subtunial e a elevacao
do efluxo sanguineo, fazendo com que o retorne para o estado de flaicido. Em resumo, a ativagio
do nervo cavernoso resulta na ere¢ao peniana, enquanto a ativacao das fibras simpaticas resulta em

flacidez peniana (ANDERSSON, 2011; BURNETT , 2019; MITIDIERI, 2008).
1.2. Importancia do 6xido nitrico (NO) na ere¢do peniana

O neurotransmissor 6xido nitrico (NO) ¢ importante no sistema de transdugdo de sinal que
atua no pénis para mediar as respostas eréteis (HURT et al., 2002). A enzima responséavel pela
formag¢do do NO ¢ denominada 6xido nitrico sintase (NOS) e estd presente nos neurdnicos
nitrérgicos (nNOS) e no endotélio sinusoidal que reveste os CC (eNOS). A nNOS e eNOS
convertem a L-arginina em NO e L-citrulina (GRATZKE et al., 2010). Em ratos, camundongos e
humanos, o plexo pélvico, nervo cavernoso, terminagdes nervosas do tecido erétil, nervo dorsal,
plexo nervoso das artérias dorsal e cavernosa expressam a enzima nNOS (LEONE et al.,1994;
MIZUSAWA et al., 2001). As células endoteliais também produzem e liberam NO em resposta a
acetilcolina (ACh) no pénis (TEIXEIRA et al., 1998; TEJADA et al. 1988). A vasodilatacao da
artéria iniciada pela liberacdo de NO da nNOS resulta na liberagdo de NO das células endoteliais
devido a elevagdo do fluxo sanguineo (MUSICKI, 2011). Assim, a ere¢do peniana ndo parece ser
totalmente induzida pelo NO dos nervos nitrérgicos. A elevacdo do fluxo sanguinio induzido
estimula a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) na célula endotelial, que fosforila a Akt, que fosforila

e ativa a eNOS, resultando na producao de NO no endotélio (HURT KJ et al., 2002, 2012).

Sabe-se que o NO produzido migra para o musculo liso e ativa a guanilato ciclase soluvel
(GCs), quando liberado das fibras nitrérgicas ou do endotélio (MONICA; ANTUNES, 2018). A
GCs ativada promove a producdo do segundo mensageiro monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc). O GMPc elevado estimula a proteina quinase dependente de GMPc¢c (PKG), o que resulta
na diminui¢do dos niveis de célcio, e finalmente relaxamento do musculo liso e erecdo peniana

(Figura 1).
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O GMPc ¢ degradado em GMP pela enzima fosfodiesterase do subtipo 5 (PDES), que
interrompe a erecao peniana (ANDERSSON , 2011).

Célula Endotelial

/] Ji RELAXAMENTO
Fibra T ee® o ;
Nitrérgica ® " 0@ cs —

ERECAO

PENIANA

FIGURA 1: Sinalizagdo NO/GCs/GMPc: Principal via de relaxamento do musculo liso

cavernoso
1.3. Anemia Falciforme

A prevaléncia global da doenga falciforme em 2010 foi estimada em 312.000 recém-nascidos
e 5.476.000 recém-nascidos com trago falciforme (PIEL et al., 2013). Dados do Programa Nacional
de Triagem Neonatal mostram que aproximadamente 3.000 criangas no Brasil sofrem de doenca
falciforme a cada ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Devido & sua elevada prevaléncia,
morbidade e mortalidade, a anemia falciforme ¢ um importante problema de saude publica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Estima-se que existam 30.000 pessoas com doenga falciforme
no Brasil. Atualmente, o nimero de pessoas de todas as idades afetadas pela doenca falciforme em

todo o mundo ¢ desconhecido por causa da falta de estudos epidemioldgicos (KATO et al., 2018).

A principal alteragdo molecular na anemia falciforme é causada por uma Unica substituicdo
de base no cédon 6 do gene da beta globina, adenina (A) € substituida por timina (T) (KATO et al.,
2018), resultando na produ¢ao de hemoglobina anormal, chamada hemoglobina S (HbS) (KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017). Apenas HbS desoxigenada polimeriza, ndo HbS oxigenada
(KATO et al., 2018). A alteracdo essencial na patogénese da doenca ¢ a polimerizacao da HbS que
causa deformacdo das hemacias, gerando anemia hemolitica e a obstrugdo de vasos (Figura 2)

(KATO et al., 2018). Estas alteragdes causam no paciente com anemia falciforme crise vaso-
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oclusiva dolorosa, acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda, hemorragia retiniana,
necrose avascular, infec¢des, infarto esplénico, entre outras e complicagdes desenvolvidas mais
tardiamente que incluem hipertensdao pulmonar, tlceras de perna, priapismo e disfungdo erétil

decorrente do priapismo (ANELE et al., 2015; JOICE; LIU; BURNETT, 2021; KATO et al., 2018).

,..-“""I‘:Iormal HbA

Hemacia
normal

Hemacia
falcizada

FIGURA 2: Polimerizagdo da Hemoglobina S
1.4. Priapismo

O priapismo € caracterizado como uma erecao peniana persistente, prolongada, muitas vezes
dolorosa, desencadeada ou nao por estimulacdo, geralmente persistindo por mais de quatro horas
(JOICE; LIU; BURNETT, 2021; SALONIA et al., 2014). O priapismo ¢ classificado como
priapismo isquémico (veno-oclusivo ou baixo fluxo), intermitente (recorrente) ou ndo-isquémico

(arterial ou alto fluxo) (SALONIA et al., 2014).

O priapismo isquémico ¢ uma erecao persistente marcada pela rigidez dos corpos cavernosos
e pouco ou nenhum influxo arterial para os corpos cavernosos. No priapismo isquémico ha
alteracdes dependentes de tempo com hipoxia progressiva, hipercapnia e acidose. O paciente

geralmente relata dor no pénis ap6s 6 a 8 horas de erecao (BRODERICK et al., 2010).

O priapismo ndo-isquémico € uma ere¢do persistente causada pelo aumento anormal do
influxo arterial cavernoso. Normalmente, os corpos cavernosos estao tumescentes, mas nao rigidos

e o paciente ndo relada dor peniana (AHUJA et al., 2021).

O priapismo intermitente ¢ determinado por episoddios regulares de priapismo. Esta

classificagdo de priapismo foi historicamente descrita como erecdes penianas prolongadas
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recorrentes € dolorosas em pacientes com anemia falciforme (Serjeant; Ceulaer; Maud, 1985). Os
homens geralmente acordam com ere¢do que persiste por varias horas devido a ere¢do peniana
noturna ou matinal. Os homens com anemia falciforme podem apresentar priapismo intermitente
desde a infancia; nesses pacientes, as erecoes penianas prolongadas recorrentes podem aumentar
em frequéncia e duracdo, assim progredindo para um episddio de priapismo isquémico (03,

ANELE et al., 2015; KATO, 2012).

O priapismo ¢ considerado um importante problema clinico para os pacientes do sexo
masculino com anemia falciforme. Esta condi¢do ¢ uma emergéncia uroldgica, pois o priapismo
isquémico acarreta alteragdes estruturais nos corpos cavernosos como fibrose peniana irreversivel
e danos nas células endoteliais e musculares lisas. Essas mudangas contribuem para os danos
vasculares, causando disfuncao erétil (JOICE; LIU; BURNETT, 2021; MUSICKI; BURNETT,
2020; MUSICKI et al., 2011). Estudos epidemiolédgicos tém evidenciado que 30-45% dos homens
com doenga falciforme desenvolvem episddios de priapismo isquémico e 30% destes quadros

evoluem para a disfungao erétil (ADEYOJU et al., 2002).

Apesar da elevada incidéncia, os tratamentos disponiveis atuam de forma aguda e ndo na
prevencdo do priapismo (JOICE; LIU; BURNETT, 2021). Dessa forma, trabalhos que atuem no
desenvolvimento de novas terapias preventivas sao de grande relevancia clinica. Alternativas
medicamentosas na interven¢do do priapismo tém sido tema de muitos estudos, porém poucos
apresentam resultados efetivos. Agonistas a-adrenérgicos foram testados de forma aguda, a
fenilefrina, que proporciona a contragdo das musculaturas lisas das artérias dos corpos cavernosos
e induz consequentemente o fluxo sanguineo para a circulagdo venosa (VICARI;

FIGUEIREDO,1993).
1.5. Camundongos transgénicos para anemia falciforme

Camundongos transgénicos que expressam HbS foram produzidos, assim os estudos das
alteracdes que ocorrem na anemia falciforme podem ser investigados neste modelo animal
(PASZTY et al., 1997; WU et al., 2006). O modelo de camundongo transgénico para anemia
falciforme Berkeley, apresenta a maioria das manifestacdes clinicas da anemia falciforme em
humanos, incluindo o priapismo (BIVALACQUA et al., 2009; MUSICKI et al., 2020). O modelo
de camundongo transgénico para anemia falciforme Townes ¢ um outro modelo que foi

desenvolvido através da substituicdo do gene da globina a murino pelo gene da globina o humano,
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enquanto que o gene da globina  murino foi substituido pelos genes da globina y and BS humano
(WU et al.,, 2006). Assim como ocorre no modelo Berkeley, nosso grupo publicou que os
camundongos transgénicos para anemia falciforme Townes também apresentam caracteristicas de

priapismo (SILVA et al., 2016).
1.6. Fisiopatologia do priapismo na anemia falciforme

Na anemia falciforme, estudos sugerem que o priapismo pode ser desencadeado pela
obstru¢do do fluxo venoso causado pelas interagdes de hemacias falcizadas e diferentes tipos
celulares, assim impedindo o efluxo venoso dos espagos sinusoidais dos corpos cavernosos,
resultando em isquemia tecidual através do processo vaso-oclusivo. Porém, estudos atuais mostram
que alteragdes moleculares nos corpos cavernosos também participam do priapismo isquémico na
anemia falciforme, além do mecanismo de vaso-oclusio (KATO et al,.2018; MUSICKI;
BURNETT, 2020; MUSICKI et al., 2020; SILVA et al., 2016a,b). Paradoxalmente, a
biodisponibilidade reduzida de NO endotelial nos CC tem sido identificada como uma das
principais causas para o desenvolvimento do priapismo na anemia falciforme (CHAMPION et al.,
2005; GLADWIN; SACHDEYV, 2012; KATO; 2012; SILVA et al.,, 2016a,b). Na anemia
falciforme, a reducdo na biodisponilidade de NO esta associado com hemolise intravascular,
aumento do estresse oxidativo e aumento da atividade enzimatica da arginase causando a redu¢ao
do substrato L-arginina (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017; GLADWIN; SACHDEV,
2012).

Estudos experimentais mostram que a diminui¢ao na biodisponibilidade basal de NO/GMPc
leva a uma diminui¢do compensatdria na expressao de PDES nos corpos cavernosos, prejudicando
assim o mecanismo que controla a erecdo do pénis (BIVALACQUA et al., 2012; KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017; SILVA et al., 2016a,b). Portanto, quando o NO ¢ produzido
neuronalmente pela nNOS em resposta a um estimulo erétil in vivo, 0 GMPc acumula dentro da
célula do musculo liso do corpo cavernoso tornando-o incontrolavelmente relaxado, assim, a erecao
peniana persiste (priapismo) porque o GMPc ndo ¢ degradado pela PDES (CHAMPION et al.,
2005; OLUJOHUNGBE; BURNETT, 2013). Estudos anteriores sugerem que a normalizagao dos
niveis basais de NO/GMPc podem restaurar a expressao/atividade da PDES e consequentemente o
controle regulatério da ere¢do peniana (BURNETT, 2019; LAGODA et al., 2014; SILVA et al.,

2016a,b). De fato, estudos funcionais in vitro mostraram aumento do relaxamento nitrérgico e do
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relaxamento dependente e independente de endotélio em corpos cavernosos de camundongos
transgénicos para anemia falciforme “Berkeley” e “Townes”, assim como redu¢do na expressao da
PDES (CHAMPION et al., 2005; CLAUDINO et al., 2009; SILVA et al., 2016; SILVA et al.,
2016a,b).

Os corpos cavernosos de homens e camundongos com anemia falciforme também
apresentam aumento na produ¢do de espécies reativas de oxigénio que tem sido atribuido ao
aumento da expressao da NADPH oxidase e eNOS desacoplada (ANELE et al., 2015; LAGODA
et al., 2013; MUSICKI et al., 2011; SILVA et al., 2016a,b). Uma das consequéncias do aumento
do estresse oxidativo na anemia falciforme ¢ a inativagdo do NO pelas altas concentra¢des de anion
superoxido (O2) (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Outra causa em potencial que
aumenta o relaxamento do musculo liso dos corpos cavernosos no priapismo sao os niveis elevados
de adenosina no pénis, que fazem com que os corpos cavernosos estejam em um estado
cronicamente relaxado (BIVALACQUA et al,, 2010; NING et al, 2014). A reducdo da
atividade/expressao da via da rho-quinase (mediador contratil) foi observada em corpos cavernosos
de homens e camundongos com anemia falciforme (BIVALACQUA et al., 2010; LAGODA et al.,
2013). Portanto, dois mecanismos moleculares distintos parecem atuar em conjunto no priapismo
na anemia falciforme: aumentado do relaxamento do musculo liso dos corpos cavernosos pelo

GMPc desregulado e efeitos contrateis diminuidos da via da Rho-quinase.

Camundongos knockout para a enzima eNOS apresentam caracteristicas de priapismo e
aumento do relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso, assim como redu¢do na expressao
da PDES5 e aumento do estresse oxidativo no pénis (CHAMPION et al., 2005; NANGLE;
COTTER; CAMERON, 2004; SILVA et al., 2016a,b). Os estudos com esses animais indicam que
a disfuncao da enzima eNOS no pénis ¢ uma importante alteragdo para desencadear o priapismo
(CHAMPION et al., 2005; LAGODA et al., 2014; MUSICKI et al., 2020). Assim como nos
camundongos falciformes, a baixa biodisponibilidade do NO endotelial estd associada com a menor
expressao/atividade da PDES no pénis (CHAMPION et al., 2005). Um trabalho publicado pelo
nosso grupo mostrou que o tratamento com um novo composto doador de NO hibrido derivado da
talidomida e hidroxiuréia (composto 4C) normaliza a expressdo da PDES no pénis e reverte o

priapismo em camundongos transgénicos para anemia falciforme e em camundongos knockout
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para as enzimas eNOS e nNOS, assim como o aumento do estresse oxidativo (SILVA et al.,
2016a,b).

Tomados em conjunto, esses estudos sugerem que o priapismo isquémico e recorrente resulta
da baixa biodisponilididade do NO endotelial, redu¢ao da atividade/expressao de PDES,
superproducdo de adenosina e redugdes na atividade de Rho-quinase, traduzindo-se em maior

relaxamento do musculo liso dos corpos cavernosos e inibi¢cao da vasoconstricao no pénis.

1.7. Novo candidato a farmaco derivado do resveratrol e nicleo furoxanico para o

tratamento da anemia falciforme

A hidroxiuréia foi a primeira droga aprovada pelo FDA para o tratamento da anemia
falciforme. O tratamento com a hidroxiuréia reduz a morbidade e mortalidade associadas a anemia
falciforme (COKIC et al., 2003; DAVIES; GILMORE, 2003; KATO et al,.2018; SCOTT, 1996,
STEINBERG et al., 2003). Apos o seu metabolismo, a hidroxiuréia atua como doador de NO, o
qual parece ser o responsavel por induzir aumento dos niveis de hemoglobina fetal (HbF) e pelos
efeitos benéficos observados (COKIC et al., 2003). A HbF impede a polimerizacdo da HbS
desoxigenada e possui fun¢do semelhante a hemoglobina adulta (HUMPHRIES, 2014). Porém,
aproximadamente 30% dos pacientes ndo respondem significativamente a terapia com a
hidroxiuréia (HUMPHRIES, 2014). Em homens com priapismo, poucos estudos avaliaram os
efeitos da hidroxiuréia (ANELE et al., 2014; SAAD et al., 2004). Até o momento nao hé estudos

experimentais voltados a compreensdo da hidroxiuréia no priapismo.

O resveratrol (3,5,4'-triidroxi-transestilbeno) ¢ um produto natural estilbénico encontrado na
planta Polygonum cuspidatum, usada na medicina popular oriental, e em cascas de uvas e em
amendoins (PETROVSKI; GURUSAMY; DAS, 2021; TEIXEIRA et al., 1998). Estudos pré-
clinicos relataram que o resveratrol tem efeitos protetores em varios modelos de doengas, incluindo
doengas cardiovasculares, diabetes, cancer e doengas neurodegenerativas (ANDERSSON, 2011;
XIA et al., 2017). Estudos anteriores mostraram que o resveratrol possui a importante capacidade
de induzir aumento de HbF, uma propriedade que € de valor para o tratamento da anemia falciforme
(FIBACH et al., 2012; RODRIGUES et al., 2001). Além disso, o resveratrol também desempenha
atividade antioxidante potente em diversos modelos animais (QIN et al., 2012; TAYLORet al.,

1979). Em modelos animais de disfungao erétil, o tratamento com o resveratrol restaurou a fungao
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endotelial e reduziu o estresse oxidativo em corpos cavernosos (MURAT et al., 2016; YAZIR et al.,

2018; YU et al., 2013).

O composto (E)-4-(4-(4-metoxiestiril)fenoxi)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-6xido (RVT-FxMe,
Protocolo de Patente n°® BR 1020160172438, Figura 3) ¢ derivado do resveratrol contendo em sua
estrutura uma subunidade doadora de NO (BOSQUESI et al., 2020). Recentemente, nosso grupo
observou que o composto RVT-FxMe administrado por via oral em camundongos apresenta
atividade anti-inflamatéria e analgésica in vivo e reduziu em até 64,3% os niveis de TNF-a no
sobrenadante de macrofagos previamente estimulados com LPS (BOSQUESI et al., 2020). O RVT-
FxMe também induziu a produgdo de cadeias de gama globina (yG + yA) em células CD34" de
humanos saudaveis, demonstrando potencial para induzir hemoglobina fetal, que ¢ uma importante
intervengdo terapéutica para anemia falciforme. Além disso, 0 RVT-FxMe ndo ¢ mutagénico e
genotdxico, representando um novo prototipo para o tratamento dos sintomas da anemia falciforme

(BOSQUESI et al., 2020).
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FIGURA 3: Estrutura quimica do resveratrol e RVT-FxMe.
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2. JUSTIFICATIVA

O priapismo constitui importante problema de satide para criangas e adultos com anemia
falciforme. Esta alteracdo ¢ uma emergéncia uroldgica e os tratamentos farmacologicos que estao
no mercado agem de forma aguda e sao administrados apos um longo periodo de eregao instalada,
assim prejudicando o tecido erétil. Quando os agentes farmacologicos disponiveis ndo sdo
eficientes, ¢ obrigatério submeter o paciente ao tratamento cirurgico, pois o priapismo nao
resolvido pode causar disfungdo erétil permanente (JOICE; LIU; BURNETT, 2021; MUSICKI;
BURNETT, 2020). Devido a falta de drogas disponiveis para prevenir os sintomas da anemia
falciforme, o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos (UNESP-Araraquara-SP)
(2012) tem sintetizado novos compostos com o objetivo de tratar as alteracdes causadas pela
anemia falciforme. Dos Santos e colaboradores demonstraram que doadores de NO, a exemplo dos
ésteres de nitratos organicos e furoxanos, possuem efeitos benéficos para o tratamento da anemia
falciforme, podendo representar uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da doenga (JL
et al., 2011; JL et al., 2012). Recentemente, o composto mais promissor sintetizado pelo nosso
grupo ¢ o composto RVT-FxMe que possui propriedade doadora de NO (Pedido de Patente n° BR
1020160172438, Figura 3) (BOSQUESI et al., 2020). Como mencionado acima, uma causa
potencial implicada nos episddios de priapismo desenvolvidos devido a anemia falciforme ¢ a
biodisponibilidade reduzida do NO. Idealmente, as novas estratégias de prevengao devem atuar nas
bases fisiopatologicas da doenca. Portanto, agentes doadores de NO, como RVT-FxMe, podem ser
uma otima alternativa para o tratamento do priapismo na anemia falciforme. O presente projeto, ao
propor um novo doador de NO como uma nova abordagem terapéutica, podera ter repercussao
positiva, visto que ndo existe tratamento adequado para a prevencdo do priapismo. Para tanto,
utilizaremos camundongos transgénicos para anemia falciforme e camundongos deficientes para a

eNOS para avaliar o novo composto RVT-FxMe.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito farmacologico do tratamento cronico com o novo composto doador de NO
RVT-FxMe, visando restaurar as alteragdes da fungao erétil em camundongos transgénicos para a

anemia falciforme e eNOS™.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar os parametros hematoldgicos nos camundongos controles, falciformes

e eNOS™" tratados com o composto RVT-FxMe ou veiculo;

II. Quantificar a hemoglobina plasmatica nos camundongos controles, falciformes e

eNOS™ tratados com o composto RVT-FxMe ou veiculo;

III. Avaliar o relaxamento induzido pela ACh, nitroprussiato de so6dio, assim como o
relaxamento nitrérgico em corpos cavernosos de camundongos controles e falciformes tratados

com o composto RVT-FxMe ou veiculo;

VI. Avaliar o relaxamento induzido pela ACh, nitroprussiato de so6dio, assim como o
o, v
relaxamento nitrérgico em corpos cavernosos de camundongos controles e eNOS™ tratados

com o composto RVT-FxMe ou veiculo;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Camundongos machos transgénicos para a anemia falciforme, expressando exclusivamente
hemoglobinas humanas (PASZTY et al., 1997; WU et al., 2006), camundongos knockout para a
enzima eNOS (CLAUDINO et al., 2009) e camundongos C57BL/6 (controles) foram utilizados
para o estudo, cada animal possuia 3 meses de vida. Os animais foram fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar de Investigagao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24°C em ciclos
de claro/escuro (12/12 h), com ragdo e dgua ad libitum no biotério do Hemocentro da UNICAMP.
Os protocolos experimentais encontram-se aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNICAMP (4702-1/2017) e (5729-1/2021). Este método foi reproduzido de estudo
anterior realizado pelo nosso grupo (SILVA, 2014).

5.2Grupos experimentais
Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n = 5 cada), como se segue:

(1) Controle + Veiculo: camundongos C57BL/6 que receberam apenas o veiculo (Cremofor

20%, IP) por 2 semanas;

(2) Controle + RVT-FxMe: camundongos C57BL/6 que receberam apenas o RVT-Fx-Me
(25 mg/Kg/dia, IP) por 2 semanas;

(3) eNOS™ + Veiculo: camundongos knockout para a enzima eNOS que receberam apenas

o veiculo (Cremofor 20%, IP) por 2 semanas;

(4) eNOS” + RVT-FxMe: camundongos knockout para a enzima eNOS que receberam
apenas o RVT-FxMe (25 mg/Kg/dia, IP) por 2 semanas;

(5) SCD + Veiculo: camundongos machos transgénicos para a anemia falciforme que

receberam apenas o veiculo (Cremofor 20%, IP) por 2 semanas;

(6) SCD + RVT-FxMe: camundongos machos transgénicos para a anemia falciforme que

receberam apenas o RVT-Fx-Me (25 mg/Kg/dia, IP) por 2 semanas;
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5.3 Preparacio da musculatura lisa cavernosa

Este método foi reproduzido de estudo anterior realizado pelo nosso grupo (83). Os animais
foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). O pénis foi removido e
colocado em solucao de Krebs-Henseleit gelada na seguinte composicao (mM): NaCl, 130;
NaHCOs3, 14.9; dextrose, 5.5; KCl, 4.7; KH2POs, 1.18; MgS0O47H,0, 1.17 and CaCl».2H>0, 1.6.
Apo6s a remogdo da veia dorsal, uretra, tecidos conectivos e glande peniana, os corpos cavernosos
foram isolados a partir da extremidade proximal apos sec¢ao do septo fibroso que os conecta. Desta
forma, dois segmentos de corpo cavernoso (1.0 x 0.3 x 0.2 cm) foram obtidos de cada animal. Os
tecidos foram montados em banhos para 6rgdo isolado (7 ml) preenchidas com a solugdo Krebs-
Henseleit, continuamente aerada com 02:CO; (95:5%) e mantida a temperatura de 37°C (pH 7.4).
Os segmentos de corpo cavernoso foram entdo suspensos entre um transdutor de forca e uma
unidade fixa. A tensdo aplicada aos tecidos (2,0 mN) foi periodicamente ajustada até estabilizacao
(60 min) e a solugdo nutritiva trocada a cada 15 minutos durante este periodo. As alteracdes de
tensao foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Australia) e registradas
em sistema PowerLab 4/30 de aquisi¢do de dados (software versao 7.0, AD Instruments, Australia).
Para estimulagdo elétrica dos nervos autondmicos (EFS), os tecidos foram montados entre dois
eletrodos de platina dispostos paralelamente. A estimulagdo elétrica foi induzida através de um
estimulador Grass S88 (Astro-Med Industrial Park, EUA), pela geracdo de pulsos de 1 ms de

duracdo a 50 V em frequéncias variadas (1-32 Hz).

Os graficos foram tragados e analisados através do programa computacional “GraphPad
PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de poténcia e respostas maximas
foram calculados pela seguinte equacdo (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA):

E = Emax/[(1+(10c/I0X)N + @], onde E € elevagdao do tonus basal, Emax ¢ a maxima
resposta que o agonista pode produzir, “c” ¢ o logaritmo da EC50, que ¢ a concentracao do agonista
que produz 50% da resposta maxima; “x” € o logaritmo da concentracdo do agonista, o expoente,
“N”, significa a inclinagdo da curva concentragdo-resposta e @ ¢ a resposta observada na auséncia
do agonista. As analises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Emax, log EC50

e o “n” foram feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism, considerando o

parametro @ como zero.
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5.4 Protocolos experimentais
5.4.1 Protocolos de relaxamento

Para analisar a resposta relaxante dos corpos cavernosos, foi realizada a pré-contragao
tecidual com fenilefrina (10 uM para o grupo controle ¢ 3 uM para o grupo eNOS-/-). Apds a
estabilizacdo da resposta contratil (sem variagcdes na tensdo), foram construidas curvas
concentragdo-resposta nos corpos cavernosos ao agonista muscarinico acetilcolina (1 nM - 10 uM)
e ao doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio (SNP; 10 nM - 10 uM). Foram determinadas
a poténcia (pEC50) e a resposta maxima (Emax) em todos os protocolos descritos acima. O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragdo induzida pela fenilefrina (10 uM), que

foi tomada como 100%.
5.4.2 Protocolos de relaxamento nitrérgico

Para o estudo da estimulacao elétrica (EFS), os corpos cavernosos foram montados entre dois
eletrodos de platina dispostos de forma paralela. Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma
voltagem de 50 V, com duragdo dos pulsos de 1 milissegundo, 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

3 minutos entre os estimulos, conforme nossa experiéncia prévia.

As respostas relaxantes a estimulagdo elétrica (EFS, 1-32 Hz) foram obtidas em tecidos
previamente tratados com guanetidina (30 uM) para depletar os estoques de noradrenalina, e
atropina (1 uM) para bloquear a resposta muscarinica. Em seguida, os tecidos foram pré-contraidos

com fenilefrina (10 uM) para constru¢do da curva frequéncia-resposta (1-32 Hz).
5.5 Dados hematoldgicos

A leitura do hemograma foi processada no Beckman Coulter Ac.T diff™ Analyzer. As
amostras de plasma foram utilizadas para a quantificacdo de hemoglobina livre plasmética através
de ensaio colorimétrico, utilizando-se kit comercial seguindo as instru¢des do fabricante

(Hemoglobin Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical).
5.6 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao das médias (E.P.M.) de n

experimentos indicados em cada caso. Para comparagdo dos grupos foi usado o teste de andlise de
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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 O tratamento com o composto RVT-FxMe nio modificou pariametros

hematolégicos nos camundongos eNOS-/- e SCD.

Os camundongos controle, eNOS™” e transgénicos para anemia falciforme Townes foram
tratados com o veiculo ou com o composto RVT-Fx-Me (25 mg/Kg/dia) por 2 semanas. Os
parametros hematoldgicos apresentados na Figura 4 mostram que os camundongos falciformes
(SCD) tratados com o veiculo (SCD+veiculo) e o composto RVT-Fx-Me (SCD+RVT-Fx-Me)
apresentam anemia severa em comparagio com os camundongos controles e eNOS™" tratados com
o veiculo ou RVT-Fx-Me (Figura 4A, 4B). Os valores de hemoglobina plasmatica foram
significativamente maiores no grupo SCD+veiculo e SCD+RVT-Fx-Me em comparagdo com os

dos grupos controles e eNOS™ tratados com o veiculo ou RVT-Fx-Me (Figura 4C).
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FIGURA 4: Pardmetros hematologicos em camundongos controle, eNOS™ e falciformes
(SCD) tratados com o veiculo ou com composto RVT-Fx-Me. (A) Eritrocitos, (B)
hemoglobina total e (C) hemoglobina plasmatica. Os dados representam as médias + erro

padrdo da média de 8 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo controle-Veiculo.
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6.2 O tratamento com o composto RVT-FxMe reverteu o aumento do

relaxamento nitrérgico nos corpos cavernosos dos camundongos eNOS-/-

A estimulagdo elétrica da preparacdo induziu relaxamentos frequéncia-dependentes (1-32
Hz). Os relaxamentos nitrérgicos foram significativamente maiores nos corpos cavernosos de
camundongos eNOS™" em todas as frequéncias estudadas (Figura 5). O tratamento com o composto
RVT-FxMe restaurou totalmente os relaxamentos nitrérgicos do grupo eNOS™ (Figura 5). No
grupo controle o relaxamento nitrérgico nao foi modificado com o tratamento com o RVT-FxMe

(Figura 5).
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FIGURA 5: Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulagdes elétricas (1 —32
Hz) em corpos cavernosos de camundongos controles e eNOS™ tratados com o composto
RVT-Fx-Me ou veiculo. Os dados representam as médias + erro padrao da média de 5 animais.
*P < (.05 comparado com o grupo controle; #P < 0.05 comparado com o grupo eNOS”-

Veiculo.
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6.3 O tratamento com o composto RVT-FxMe reverteu o aumento do

relaxamento induzido pelo SNP nos corpos cavernosos dos camundongos

eNOS-/-

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcao de curvas
concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP, 10 nM — 10 uM) em corpos cavernosos de
camundongos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM - 3 uM) (Figura 6A-6C). A resposta maxima
(Emax; Figura 6D) e a poténcia (pECso; Figura 4E) do SNP foram significativamente maiores (P <
0.05) nos corpos cavernosos do grupo eNOS™"-veiculo em comparagio o grupo controle-veiculo.
O tratamento com o composto RVT-FxMe normalizou totalmente (P < 0.05) os valores de resposta
méxima (Figura 6D) e poténcia (Figura 6E) do SNP nos corpos cavernosos do grupo eNOS™" para
valores semelhantes do grupo controle. Os valores de poténcia (Figura 6E) e a resposta maxima
(Figura 6D) do SNP ndo foram alterados nos corpos cavernosos dos camundongos controles

tratados com o composto RVT-FxMe (Figura 6C).
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FIGURA 6: (A-C) Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sdédio (SNP) em corpos

SNP
PECs5,

cavernosos de camundongos controles e eNOS™" tratados com o composto RVT-Fx-Me ou
veiculo. (D) Valores de resposta maxima (Emax) e (E) poténcia (pECso) do SNP. Os dados
representam as médias = erro padrdo da média de 5 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo

controle; #P < 0.05 comparado com o grupo eNOS™".
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6.4 O tratamento com o composto RVT-FxMe nio modificou o aumento do

relaxamento nitrérgico nos corpos cavernosos dos camundongos SCD

A estimulagdo elétrica da preparacdo induziu relaxamentos frequéncia-dependentes (1-32
Hz) em todos os grupos estudados. Os relaxamentos nitrérgicos foram significativamente maiores
nos corpos cavernosos de camundongos SCD nas frequéncias de 1-4 Hz (Figura 7). O tratamento

com o composto RVT-Fx-Me nao modificou no grupo SCD (Figura 7).
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FIGURA 7: Relaxamentos de corpos cavernosos induzidos por estimulagdes elétricas (1 — 32
Hz) em corpos cavernosos de camundongos controles e falciformes (SCD) tratados com o
composto RVT-Fx-Me ou veiculo. Os dados representam as médias + erro padrao da média

de 6 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo controle.
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6.5 Relaxamento induzido pela acetilcolina em corpos cavernosos de
camundongos falciformes: efeito do tratamento com o composto RVT-Fx-

Me

O relaxamento dependente de endotélio foi avaliado através da construgdo de curvas
concentragdo-efeito a acetilcolina (1 nM — 10 uM) em corpos cavernosos de camundongos pré-
contraidos com fenilefrina (3-10 pM). A resposta maxima (Emax) da acetilcolina foi
significativamente (P < 0.05) maior nos corpos cavernosos do grupo SCD em comparagdo com o
grupo controle (Figura 8A e 8D). O tratamento com o composto RVT-Fx-Me ndo modificou a

resposta maxima (Figura 8D) da acetilcolina no grupo controle e falciforme.
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FIGURA 8: Curvas concentragdo-efeito a acetilcolina (ACh) em corpos cavernosos de
camundongos controles (CTL) e transgénicos para anemia falciforme (SCD) tratados com o
composto RVT-Fx-Me ou veiculo. Os dados representam as médias + erro padrao da média
de 5 animais. * P < 0.05 comparado com o grupo controle-veiculo. As curvas para a ACh nos
grupos controle- veiculo e SCD- veiculo foram repetidas nos painéis B ¢ C para melhor

visualiza¢do dos resultados.
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6.6 O tratamento com o composto RVT-FxMe nao modificou o aumento do

relaxamento induzido pelo SNP nos corpos cavernosos dos camundongos

SCD

O relaxamento independente de endotélio foi avaliado através da construcao de curvas

concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (SNP, 10 nM — 10 uM) em corpos cavernosos de

camundongos pré-contraidos com fenilefrina (3-10 pM). Nos corpos cavernosos dos camundongos

transgénicos para a anemia falciforme, os valores de resposta maxima (Figura 9C) e poténcia

(Figura 9D) do SNP foram significativamente maiores em comparacdo com o grupo controle

(Figura 9A). O tratamento com o composto RVT-Fx-Me nao modificou os valores de poténcia e a

resposta maxima maiores do SNP no grupo falciforme (Figura 9A, 9B e 9C).
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FIGURA 9: Curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sodio (SNP) em corpos

cavernosos de camundongos controles e falciformes (SCD) tratados com o composto RVT-

Fx-Me ou veiculo. Os dados representam as médias + erro padrdo da média de 5 animais. *P

< 0.05 comparado com o grupo controle.
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7. DISCUSSAO

A anemia falciforme ¢ uma das doencas hematologicas hereditarias mais comum em todo o
mundo, com aproximadamente 300.000 novos nascimentos afetados por ano. Tanto criangas e
adultos apresentam priapismo, uma complicacdo ainda ndo completamente elucidada (PIEL et al.,
2013). Entretanto, nos ultimos anos diversos estudos experimentais mostraram que a baixa
biodisponibilidade de NO conduz para o desenvolvimento do priapismo em camundongos
falciformes e knockouts para a eNOS (CHAMPION et al., 2005; LAGODA et al., 2014; MUSICKI
eta al., 2018; MUSICKI et al., 2020). Portanto, considerando que o composto RVT-FxMe possui
propriedade doadora de NO (BOSQUESI et al., 2020), decidimos avaliar o efeito do tratamento
com o RVT-FxMe sobre o priapismo em dois modelos animais que apresentam baixa
biodisponibilidade de NO, camundongos eNOS” e camundongos transgénicos para anemia

falciforme.

O NO nitrérgico ¢ considerado o principal mediador do relaxamento neurogénico do musculo
liso peniano (ADEYOJU, 2002). Estudo prévio mostrou que o endotélio sinusoidal dos corpos
cavernosos também libera NO em resposta a acetilcolina (TEJADA et al., 1988). Entretanto, a
remoc¢do do endotélio sinusoidal do tecido cavernoso ndo previne o relaxamento nitrérgico
(IGNARRO et al., 1990; KIM et al., 1993), sendo aceito atualmente que o endotélio sinusoidal,
através da liberagdo de NO, apenas auxilie a erecdo peniana (HURT et al., 2012). E provavel que
0 NO liberado das fibras nitrérgicas atua no inicio do processo de ere¢dao peniana, enquanto o NO
derivado do endotélio concomitantemente com o NO nitrérgico atua na sustentacdo do processo
erétil (HURT et al., 2002; HURT et al., 2012). Desta forma, decidimos investigar o relaxamento
de corpos cavernosos induzido pela ACh e pela estimulacao das fibras nitrérgicas em nosso estudo.
Uma vez que os camundongos knockout para eNOS nao possuem eNOS no endotélio, nds nado
realizamos o relaxamento induzido pela acetilcolina nestes animais. Observamos que a resposta
relaxante induzida pela EFS foi maior nos camundongos eNOS-/-, indicando um fendtipo de
priapismo. O tratamento com o RVT-FxMe reverteu o aumento do relaxamento nitrérgico no grupo
eNOS-/-. Consistente com nossos resultados funcionais, estudos anteriores mostraram a menor
expressio de PDES nos corpos cavernosos de camundongos eNOS-/-. E provavel que o tratamento
com o RVT-FxMe esteja normalizando a biodisponilidade de NO-GMPc no musculo liso

cavernoso e consequentemente a expressao de PDES no corpo cavernoso dos camundongos eNOS-
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/-. Isso ¢ consistente com um estudo molecular que relatou que um composto doador NO aumenta

a expressdo de PDES no pénis de camundongos SCD e dANOS-/- (LAGODA et al., 2014).

O NO pode ser fornecido exogenamente aos tecidos e células por compostos geradores de
NO. O composto inorganico SNP ¢ um agente que libera NO em sistemas bioldgicos por
mecanismos ndo enzimaticos e enzimaticos (BONAVENTURA et al., 2008; Kowaluk; Seth; Fung,
1992). Em nosso estudo, os relaxamentos dos corpos cavernosos induzidos pelo SNP foram
significativamente maiores no grupo eNOS-/-. O tratamento com RVT-FxMe por duas semanas
também restaurou o relaxamento induzido pela SNP. Portanto, ¢ provavel que o aumento no
relaxamento induzido pelo SNP ¢ resultado do acumulo excessivo de GMPc no musculo liso do
corpo cavernoso devido a menor degradagdo de GMPc pela PDES nos camundongos eNOS-/-,

assim favorecendo a resposta erétil exagerada.

Em nosso estudo, os corpos cavernosos dos camundongos falciformes mostraram aumento
da resposta relaxante induzida pela ACh, EFS e SNP, de acordo com estudos prévios (CLAUDINO
et al., 2009; SILVA et al., 2016;). O aumento das respostas relaxantes estimuladas pela via NO-
GMPc esta associada com a reducgdo da expressdao da PDES no tecido erétil de camundongos e
homens com anemia falciforme (LAGODA et al., 2013; MUSICKI eta al., 2018; SILVA et al.,
2016; SILVA et al., 2016a,b). Tratamentos farmacologicos experimentais que normalizaram a
expressao de PDES nos corpos cavernosos de camundongos falciformes também reverteram o
quadro de priapismo (MUSICKI et al., 2020; SILVA et al., 2016a,b). O tratamento com o RVT-
FxMe por duas semanas ndo alterou as respostas relaxantes para ACh, EFS e SNP nos corpos

cavernosos do grupo falciforme.

Na anemia falciforme, estd bem estabelecido que o processo de hemolise intravascular
acarreta a liberacao de hemoglobina para o plasma a medida que os eritrocitos se rompem (KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017). No plasma sanguineo, a haptoglobina se liga a hemoglobina
livre formando um complexo, que ¢ metabolizado pelos macréfagos no sistema reticuloendotelial
(SCHAER et al., 2016). No entanto, na anemia falciforme, altas concentragdes de hemoglobina sao
liberadas no plasma, saturando a haptoglobina e, assim, acumulando hemoglobina livre no plasma
(SCHAER et al., 2013). A oxiemoglobina (HbFe*") no plasma ou no espago intersticial reage com
o NO, gerando nitrato (NO**) e metahemoglobina (HbFe*") (REITER et al., 2002; SCHAER et al.,

2013). Em nosso estudo, € provavel que o aumento da concentracao de oxihemoglobina no plasma
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esteja inativando o NO liberado pelo RVT-FxMe antes que este atinja a GCs nas células musculares
lisas dos corpos cavernosos dos camundongos falciforme, assim prejudicando o seu efeito

farmacologico.

Em condigdes fisiologicas, as ROS e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sao produzidas
de maneira controlada e desempenham papéis importantes como mensageiros secundarios em
muitas vias de sinalizagdo intracelular (TEJERO; SHIVA; GLADWIN, 2019). O estresse
oxidativo, o desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade antioxidante do tecido, esta
aumentado no tecido pénis de pacientes (LAGODA et al., 2013) e camundongos (BURNETT,
2019; MUSICKI eta al., 2018; MUSICKI et al., 2020; SILVA et al., 2016 a,b) com anemia
falciforme. O aumento da producido de ROS no pénis de camundongos falcifomes foi atribuido ao
aumento da expressdo da NADPH oxidase, ativacdo de xantina oxidase e desacoplamento da eNOS
(BURNETT, 2019; MUSICKI et al., 2012; SILVA et al., 2016 a,b). Em nosso estudo, também ¢
provavel que o aumento da produgdo de Oy esteja inativando o NO liberado pelo RVT-FxMe antes
que este atinja a GCs nas células musculares lisas dos corpos cavernosos dos camundongos

falciformes.
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8. CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados mostraram que o tratamento com o composto RVT-FxMe
reverte as altera¢des funcionais da via NO-GMPc em corpos cavernosos de camundongos eNOS”,
mas ndo nos camundongos transgénicos para anemia falciforme. E provavel que o aumento da
concentragdo de hemoglobina no plasma esteja inativando o NO liberado pelo RVT-FxMe antes
que este atinja a GCs nas células musculares lisas dos corpos cavernosos dos camundongos

falciforme, assim prejudicando o seu efeito farmacolédgico.
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Anexo I: Parecer do comité de ética no uso de animal em pesquisa da

Universidade Estadual de Campinas
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CEUAJUNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Priapismo e disfuncado miccional na anemia falciforme: fisiopatologia

e novos candidatos a farmacos, registrada com o n° 4702-1/2017, sob a responsabilidade de Prof. Dr.

Fernando Ferreira Costa e Fabio Henrique Silva, que envolve a produgéo, manutengdo ou utilizagio de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com 0s preceitos da LEl N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), tendo

sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em 27 de outubro de 2017.

Finalidade:

() Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/10/2017-01/10/2019

Vigéncia da autorizagao para

manipulacao animal:

27/10/2017-01/10/2019

| Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico /
Hbatm1(HBA)TowHbbtm2(HBG1,HBB*)Tow/Hbbtm3(HBG1,HBB) Tow/J

| No. de animais:

90

"ldade/Peso: 03 meses / 30g

| sexo: N machos

| Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / B6.129P2-Nos3tm1Uncl)

' No.de animais: 120 o .

Idade/Peso: 03 meses / 30g
Sexo: machos
“Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serao mantidos os

| animais:

Biotério do Laboratério de Biologia Molecular e Hemostasia,
HEMOCENTRO/UNICAMP

A aprovagac pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagdo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e &

restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 27 de outubro de 2017.

\ frrpot \/FN i I wen

Prof. Dr. Wagner Jos%Fa’varo
Presidente b

Fatima Alonsg/ "

Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengio ac prazo para envio do relatério final de atividades referente a esto protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O
formulario encontra-se disponivel na pagina da GEUA/UNICAMP, drea do . A nio ap 3o do rolatério no prazo estabelecido

impedira que novos protocolos sejam submetidos.
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CERTIFICADOQ

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacioe farmacoligica de um novoe composte doador de dxido nitrice
derivado do resveratrol para o fratamento do priapismo na anemia faleiforme, registrada com o o 5729172021, sob

aresponsabilidade de Prof. Dr. FARIO HENRIQUE DA SILVA ¢ PAMELA DA SILVA PEREIRA, Fibio Henrique

da Silva, que envolve a produgio, manutengas ou utilizacio de ammais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata

{exceto o bomem) para fins de pesquisa clentifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEL K* 11794,
DE § DE OUTUBRO DE 2008, gue estabelece procedimentos pam o uso clentifico de animais, do DECRETO N*

6899, DE 15 DE JULHO DE 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nadonal de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Efica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reamido de 18032021

Finahidade: { ) Ensino { X ) Pesguisa Cientifica
"o-"iEE ncia do projeto: 01032021 a 010372024

manipulacis animal:

Vigéncia da sutorizacio para

LROI0E] a 01032024

Especie ! inhagem/ raga:

Camundongo transgénico /
B6.129Hbatm I{HBA ) TowHbbtm 2 HBG 1, HBB* ) Tow/Hbbtm3(H

Mo. de animais:

14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Grmmas

Sexo: 14 Machos

Espécie/ inhagem/ raga: Camundongo isogémco [ C5TBLAG)
Mo, de animais: 14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Gamas

Sexo: 14 Machos

Especie ! inhagem raga:

Camundongo transgénico /
Bf.129Hbatm I{HBA TowHbbtm2{ HBG 1, HBB* Y Tow/Hbbim3{H

Mo. de animais:

T4

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Grmmas

Sexo: 14 Machos

Espécie / inhagem! raca: Camundongo isogénico /S CSTBLAG
Mo, de animais: 14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Grmmas

Sexo: 14 Machos

Especie ! Iinhagem raga:

Camundongo transgénco /
B6.129Hbatm I{ HBA TowHbbtm 2 HBG 1, HBB* ) Tow/Hbbtm3 (H

Mo. de animars:

14

1 dade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Gamas

Sexo: 14 Machos

Espécie / inhapemd raca: Camundongo isopémoon /C57TBLG
Mo, de animais: 14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico /
B6.129Hbatm I{HBA ) TowHbbtm 2 HBG 1, HBB* ) Tow/Hbbtm3 (H

Mo. de animars:

14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Grmmas

Sexo: 14 Machos

Espécie / inhapem raca: Camundongo i=opémoo /C57TBLG
Mo, de animars: 14

ldade/Peso: 300 Meses ¢ 3000 Giamas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo transgénico /
B6.129Hbatm HBA) TowHbbim 2 HBG 1 HBB* ) Tow/ Hbbtm3(H

Mo, de animais:

14

ldade/Peso;

300 Meses ¢ 3000 Gamas

Sexo:

14 Machos




47

CERTIFICADO CEUA n® 8452021
Espécie ! linhagem/ raga: Camundongo isogénico / CSTBL/E]
No. de animais: 14
Idade/Peso: 300 Meses / 3000 Gramas
Sexo: 14 Machos
| Origem: CEMIB
Biotério onde serio mantidos os Biotério do Laboratorio de Biologia Molecular ¢ Hemostasia,
animais: HEMOCENTROVUNICAMP

A aprovagio pela CEUASUNIC AMP nio dispensa autorizagio a junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio ¢ &
restrita a protocolos desenvolvidos em bioténos ¢ laboratarios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 25 de marqe de 2021

Prof. Dr. Wagner José Favam Rozangela dos Santos

Presidente Secrotaria Executiva
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