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Resumo

Dados apontam forte associacdo da insuficiéncia cardiaca (IC) e a disfuncéo erétil (DE).
A DE é tratada com inibidores da fosfodiesterase-5, porém, estes apresentam efeitos
benéficos moderados. No presente estudo investigamos o papel in vitro do inibidor da
fosfodiesterase-9 (BAY 73-6691) na regulacdo do mecanismo contratil do corpo
cavernoso (CC) de ratos com IC tratados com Tadalafil. Ratos machos Sprague-Dawley
foram submetidos ao modelo de fistula aortocaval para inducéo da IC, divididos em 4
grupos para o tratamento: Sham e IC (salina 0,9%) e Tadalafil e IC Tadalafil (Tadalafil
5mg/dia), e submetidos a ecocardiografia transtordcica pré e pds-tratamento. A
contratilidade do CC foi avaliada em resposta a fenilefrina (PE; 10nM-100uM) e a
estimulagdo elétrica (EFS; 1-32Hz) na presenga e auséncia do BAY 73-6691. Observou-
se aumento da massa do VE e diminuicdo da fracdo de ejecdo no grupo IC comparado
ao grupo Sham (P<0,05), porém, no grupo IC Tadalafil, o tratamento restaurou as
alteracdes (P<0,05). Na avaliacdo dos mecanismos contrateis do CC, ambas foram
aumentadas no grupo IC comparado ao grupo Sham (P<0,05). Entretanto, o tratamento
com Tadalafil restaurou a hipercontratilidade no grupo IC Tadalafil (P<0,05). Além
disso, a adigdo “in vitro” do BAY 73-6691 reduziu a hipercontratilidade cavernosa em
todos os grupos analisados, com reducdo acentuada nos animais IC (66% P<0,05) e
efeito aditivo nos animais IC Tadalafil (48% P<0,05). Assim, o BAY 73-6691
promoveu reducdo da hipercontratilidade cavernosa dos animais IC e mostrou possuir
um efeito aditivo na reducdo do mecanismo contratil cavernoso dos animais tratados
previamente com Tadalafil.

Palavras chave: Insuficiéncia Cardiaca; Disfuncdo Erétil; Inibidor da fosfodiesterase-9.



Abstract

Data show a strong association between heart failure (HF) and erectile dysfunction
(ED). ED is treated with phosphodiesterase-5 inhibitors, but these have moderate
beneficial effects. In the present study we investigated the in vitro role of the
phosphodiesterase-9 inhibitor (BAY 73-6691) in regulating the contractile mechanism
of the corpus cavernosum (CC) of rats with HF treated with Tadalafil. Male Sprague-
Dawley rats were submitted to the aortocaval fistula model for induction of HF, divided
into 4 groups for the treatment: Sham and HF (saline 0.9%) and Tadalafil and HF
Tadalafil (Tadalafil 5mg /day), and submitted transthoracic echocardiography before
and after treatment. The contractility of the CC was evaluated in response to
phenylephrine (PE; 10nM-100uM) and electrical field stimulation (EFS; 1-32Hz) in the
presence and absence of BAY 73-6691. There was an increase in LV mass and a
decrease in ejection fraction in the HF group compared to the Sham group (P <0.05),
but in the HF Tadalafil group, the treatment restored the changes (P <0.05). In the
evaluation of contractile mechanisms of CC, both were increased in the HF group
compared to the Sham group (P <0.05). However, treatment with Tadalafil restored
hypercontractility in the HF Tadalafil group (P <0.05). In addition, the in vitro addition
of BAY 73-6691 reduced cavernous hypercontractility in all analyzed groups, with
marked reduction in HF animals (66% P <0.05) and additive effect in the animals HF
Tadalafil (48% P <0.05). Thus, BAY 73-6691 promoted reduction of cavernous
hypercontractility of HF animals and showed to have an additive effect in reducing the
cavernous contractile mechanism of animals previously treated with Tadalafil.

Keywords: Heart Failure; Erectile Dysfunction; Phosphodiesterase-9 Inhibitor.



Introducéo
A disfuncéo erétil (DE) é denominada como a inabilidade de alcancar ou manter erecéo
peniana apropriada para a satisfacdo sexual e esta associada a um significativo declinio
na qualidade de vida dos homens (Johannes et al., 2000). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) indica que 30% da populacdo economicamente ativa apresenta algum tipo
de DE o que, no Brasil, reflete cerca de 11 a 15 milhdes de homens. A DE possui graus
e fatores varidveis, que podem se originar de forma neurogénica, organica ou da
associacdo de ambas. Entretanto, as causas mais comuns de DE sdo as de origem
organica vasculogénica (Agarwal, 2006). Sabe-se que na DE vasculogénica, a
deficiéncia de déxido nitrico (NO) e alteracfes em importantes vias de sinalizacdo tém
sido destacadas como as principais causas no desenvolvimento da DE associada a
doencas cardiovasculares como a insuficiéncia cardiaca (IC) (Apostolo et al., 2009;
Fung et al., 2004).

Dados da American Heart Association (AHA) determinam que no periodo de
2007 a 2012 cerca de 5,1 milhdes de individuos nos Estados Unidos apresentaram IC
(Heidenreich et al.,, 2013). As projecGes indicam que 0s casos aumentem em
aproximadamente 46% de 2012 a 2030, resultando em mais de 8 milhdes de pessoas
com IC (GO, 2014). No Brasil, segundo o DATASUS, apenas no ano de 2012
houveram 26.694 Gbitos e 238.890 casos de hospitalizacdo por IC, gerando altos custos
para o Sistema Publico de Saude (Albuquerque et al., 2015). Sabe-se que a insuficiéncia
cardiaca é o processo final de varias doencas cardiovasculares, como miocardites,
hipertensdo arterial e doenca arterial coronariana (Abassi et al., 2010).

Apesar de ser associada como o desfecho final no processo de complicagdes
cardiovasculares, a IC ndo é mais considerada uma doenga cardiaca isolada, pois

envolve multiplos sistemas e mecanismos compensatorios neuro-humorais,



acompanhada de altos indices de morbidade e mortalidade (Crimi et al., 2009), sendo
caracterizada por uma disfuncéo cardiaca e/ou anormalidade estrutural miocéardica, onde
0 coracdo é incapaz de ejetar sangue suficiente para suprir as necessidades metabolicas
dos tecidos e sistemas (Yancy, 2013). Diversos estudos epidemioldgicos tém
demostrado uma forte associacdo entre IC e DE, com prevaléncia de 58% a 85%, que
estd diretamente relacionada a gravidade e ao periodo da IC (Apostolo et al., 2009).
Aproximadamente 75% dos pacientes com IC relatam comprometimento da libido
(Jaarsma et al., 1996) e 30% apresentam auséncia completa de atividades sexuais
(Westlake et al., 1999).

Vaérios trabalhos demonstram que o éxido nitrico (NO) é o componente central
de um importante sistema de transducdo de sinais que atua no pénis para mediar a
resposta erétil (Andersson & Wagner, 1995; Lue, 2000). O NO é produzido a partir do
aminoacido L-arginina pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), a qual €
encontrada nos nervos nitrérgicos (NNOS) e células endoteliais (eNOS) do corpo
cavernoso. Quando liberado de fibras nitrérgicas ou do endotélio, o NO se difunde para
células musculares lisas adjacentes e se liga ao seu receptor fisioldgico intracelular, a
guanilil ciclase solavel. A ativacdo desta enzima pelo NO leva a conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) no segundo-mensageiro, monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc). A elevacdo de GMPc ativa proteina quinase dependente de GMPc¢ (PKG), que
conduz a reducdo da concentracdo de calcio intracelular, causando o relaxamento da
musculatura lisa cavernosa e, consequentemente, erecdo peniana. O GMPc € hidrolisado
a GMP pela acdo das fosfodiesterases, cessando assim a resposta erétil (Lucas et al.,
2000).

Sabe-se que a fosfodiesterase tipo 5 (PDE5) foi a primeira enzima seletiva

ciclica-GMP descoberta a desempenhar um papel importante no controle da fungédo



erétil (Boolel et al., 1996), e, através de cromatografia de troca idnica em extratos
penianos, evidenciou-se que a PDE5 é a isoforma predominante no corpo cavernoso
(Gopal et al., 2001). Demonstrou-se que o inibidor seletivo de PDE5, Sildenafil, causa
elevacdo dos niveis de GMPc intracelular, e potencializa o relaxamento de corpo
cavernoso mediado pelo NO in vitro, além de aumentar o grau de erecdo peniana in vivo
(Aydin et al., 2001). Além da PDED5, outras isoformas de PDEs atuam na hidrolise do
GMPc, com destaque para a fosfodiesterase-9 (PDE9) que apresenta maior afinidade
pelo GMPc dentre todas as PDEs (Omori & Kotera, 2007). Atualmente, sabe-se que a
PDE9A é expressa no intestino, rim, cérebro, coracdo de humanos (Lee et al., 2015) e
no corpo cavernoso de camundongos (Da Silva et al., 2013).

O composto BAY 73-6691 é um potente inibidor de PDE9, com IC50 de 55nM.
O mesmo composto apresenta IC50 muito superior a 4000nM para inibir PDE5SA
(Wunder et al., 2005). A inibi¢do farmacol6gica da PDE9, utilizando o PF-04449613,
promoveu uma protecdo contra as respostas patoldgicas neuro-hormonais e ao estresse
de pressdo-sobrecarga sustentada (caracteristicas da hipertrofia e 1C). Curiosamente, 0
efeito da inibicdo da PDE9 foi independente da atividade de sintetase de NO (Lee et al.,
2015). Efeitos semelhantes foram observados em camundongos nocautes para a PDE9
(Lee et al., 2015).

Desta forma, uma vez que existe uma correlagao positiva no desenvolvimento da
disfuncdo erétil associado a IC, o inibidor da PDE9, BAY 73-6691, pode ser uma nova
estratégia terapéutica para os disturbios sexuais e cardiovasculares. Portanto, o objetivo
do presente estudo foi investigar o papel da fosfodiesterase tipo-9 na regulacdo da
contratilidade da musculatura lisa cavernosa de ratos com insuficiéncia cardiaca
previamente tratados com Tadalafil, utilizando- se o composto BAY 73-6691 como

ferramenta farmacologica para inibicdo de PDE9.



Materiais Métodos

Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Sprague Dawley (250-300g), fornecidos
pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP e
mantidos a 24°C em ciclos de claro/escuro (12/12h), com racdo e agua ad libitum no
Biotério Central da Universidade Séo Francisco/Braganca Paulista. Os protocolos
experimentais encontram-se aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da

Universidade Sao Francisco (protocolo n° 001.06.11).

Inducéo da insuficiéncia cardiaca: Modelo de fistula aortocava

Os ratos foram previamente anestesiados com ketamina (62 mg/kg) e xilazina (7mg/kg)
administrado por via intraperitoneal (IP). Os animais foram submetidos a tricotomia
seguida de laparotomia mediana com dissec¢do da artéria aorta abdominal e da veia
cava inferior, a partir da artéria renal até a origem das artérias iliacas. Foi realizada
oclusdo dos vasos por clipagem vascular logo abaixo da artéria renal. Perfuracdo da
artéria aorta perpendicularmente com agulha de 16G e bisel curto, avanco de 1cm no
interior da artéria, seguida de transfixacdo para a parede comum com a veia cava,
abrindo-se um orificio. A agulha foi retirada e foi realizada oclusdo da puncéo original
com gota de cola de cianoacrilato, seguida de retirada da clipagem vascular. Apos a
criacdo da fistula é gerado aumento no retorno venoso. O sucesso € obtido com
visualizagdo de fluxo arterial para o interior da veia, por transparéncia. As suturas com
fios absorviveis primeiro foram realizadas nas incisdes na musculatura lisa abdominal,

em seguida foi suturada a pele do animal. (Gardner et al., 2009).



Ecocardiograma transtoracico

Para a validacdo do desenvolvimento da IC os animais foram submetidos ao exame de
ecocardiografia transtoracica nas fases pré-tratamento (8 semanas). Os animais foram
anestesiados com xilazina (7mg/kg) e ketamina (62mg/kg) administradas via
intraperitoneal, posteriormente foi realizada a tricotomia da regido toracica e 0s animais
foram submetidos ao procedimento de ecocardiografia. Para a Ecocardiografia
Transtoracica foi utilizado o equipamento (Sono Site — M Turbo, Washington, USA).
Os parametros mensurados foram massa do VE e fracdo de ejecdo (Rodrigues et al.,
2016). Uma vez definido o desenvolvimento da IC, os animais foram divididos em dois
grupos experimentais:

e Sham: os animais deste grupo sofreram intervencdo cirdrgica, foram
submetidos ao processo de cessamento de fluxo nos vasos, porém sem a criagdo da
fistula aortocava;

e Insuficiéncia cardiaca (IC): os animais deste grupo foram submetidos ao
procedimento cirdrgico com inducdo da fistula aortocava.

Em seguida, iniciou-se o tratamento crdnico com o inibidor da PDES5, Tadalafil.

Tratamento cronico com Tadalafil

Apbs 8 semanas da inducdo da fistula, o tratamento crénico com o Tadalafil foi iniciado
e aplicado por 4 semanas, totalizando 12 semanas de protocolo experimental (Choi et
al., 2015; Salloum et al., 2014; Gacci et al., 2016). O tratamento crénico com o inibidor
da PDES5, Tadalafil, utilizado como um agente vasodilatador dependente de NO, foi
realizado por via intraperitoneal, sendo administrada a dose de 5mg/rato/dia. Assim, o
Tadalafil foi diluido em solucéo de NaCl 0,9% e a solugdo homogeneizada 3 minutos no

agitador de tubos tipo Vortex. Os animais controle (Sham) foram submetidos as mesmas



condicdes experimentais, porém receberam apenas a solucdo NaCl 0,9%. Nesta etapa,
o0s animais foram subdivididos em quatro grupos experimentais:

e Sham: os animais deste grupo receberam somente solucdo de NaCl 0,9%;

e |IC: os animais deste grupo receberam somente solucédo de NaCl 0,9%;

e Tadalafil: os animais deste grupo receberam Tadalafil na dose de
5mg/rato/dia;

e IC + Tadalafil: os animais deste grupo receberam Tadalafil na dose de

5mg/rato/dia.

Estudo funcional da reatividade da musculatura lisa cavernosa in vitro
Inicialmente, os animais foram anestesiados com isoflurano inalatério e, em seguida,
exsanguinados por sec¢do dos vasos cervicais. O pénis foi removido e colocado em
solucéo de Krebs-Henseleit gelada na seguinte composicdo (mM): NaCl, 130; NaHCOs3,
14.9; dextrose, 5.5; KCI, 4.7; KH2PO4, 1.18; MgSO47H20, 1.17 e CaCl2.2H20, 1.6.
Apos a remocdo da veia dorsal, uretra, tecidos conjuntivos e glande peniana, 0s corpos
cavernosos foram isolados a partir da extremidade proximal, seguida de sec¢do do septo
fibroso que os conecta. Desta forma, dois segmentos de corpo cavernoso foram obtidos
de cada animal, com peso aproximado de 0,250g cada segmento. Os tecidos foram
montados em miografos (5mL) preenchidos com a solucdo Krebs-Henseleit,
continuamente aerado com O2:COz (95:5%), mantidos a temperatura de 37°C e aplicada
tensdo de 5mN ajustada periodicamente até o periodo de estabilizagdo (60min).

Para a avaliagdo dos mecanismos contrateis, foram construidas curvas
dependentes da concentracdo a fenilefrina (10nM — 100uM), que é um agonista de
receptores al-adrenérgicos na presenca e auséncia do BAY 73-6691 (10uM; pré-

incubado por 30min), em tecido com tonus basal.



Bem como curvas frequéncia — resposta a estimulacdo elétrica de campo nos nervos
autondmicos (EFS) na presenca e auséncia do BAY 73- 6691 (10uM; pré-incubado por
30min), em tecido com toénus basal, montados entre 2 eletrodos de platina. Os tecidos
foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 50V, em pulsos de 1 milissegundo,
com intervalos de 0,2ms, duracdo da estimulacdo de 10 segundos nas frequéncias 1, 2,
4, 8, 16 e 32Hz, com intervalo de 3 minutos entre os estimulos (Claudino et al., 2009).
A estimulacdo elétrica foi realizada atraves de estimulador elétrico DMT (Current
stimulator CS200, Ann Arbor, Ml, EUA).

As respostas contrateis foram expressas em mN/mg de peso Umido do tecido. Os
gréaficos foram elaborados e analisados através do programa computacional “GraphPad

PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Anélise estatistica

Valores experimentais de contracdo foram calculados em relacdo a contragdo maxima
produzida pelo agonista dividido pelo peso imido de cada strip (mN.mg™). Valores de
EC50 foram apresentados como o logaritmo negativo (pEC50), calculados pelo
programa GraphPad Prism. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao
das médias (E.P.M.) do numero (n) de experimentos indicados em cada caso. Para
comparagfes mdaltiplas de variaveis independentes foi utilizado o teste de analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo post hoc teste de Tukey. O teste t ndo pareado de
Student foi utilizado para as analises estatisticas dos dados de ecocardiograma nos
grupos pré-tratamento. O programa InStat (GraphPad, version 3,00 Software, EUA) foi

usado para as analises. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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Resultados

Modelo de FAC resulta em disfuncgdo cardiaca e tratamento cronico com Tadalafil
reverte os parametros cardiacos

O controle dos pardmetros cardiacos foi realizado através de ecocardiograma
transtoracico, sendo mensuradas a massa do ventriculo esquerdo (VE) e fragdo de
ejecdo em animais pré e poés-tratamento crénico com Tadalafil. No grupo IC pré-
tratamento observou-se aumento da massa do VE (43%) e diminuigdo da fracdo de
ejecdo (13%) quando comparado ao respectivo grupo Sham (P<0,01). Assim,
comprovando que o modelo de fistula aortocaval foi eficiente na inducdo da IC. Uma
vez estabelecida a IC, iniciou-se o tratamento crénico com Tadalafil 5mg/dia por 4
semanas. Apds o tratamento observou-se a restauracdo e a reversdo dos parametros
cardiacos pré-avaliados, com diminuicdo da massa do VE (23%) e aumento da fracdo de
ejecdo (16%) no grupo IC Tadalafil quando comparado ao grupo IC pds-tratamento
(P<0,05). O tratamento com Tadalafil ndo alterou os parametros cardiacos no grupo

Tadalafil. (Figura 01).

Tadalafil reverte a hipercontratilidade do musculo liso cavernoso

A resposta contréatil do corpo cavernoso foi avaliada através da construcdo de curvas
frequéncia-resposta (EFS; 1-32 Hz) e concentracdo-resposta ao agonista de receptores
al-adrenérgicos, fenilefrina (PE; 10nM-100uM), no masculo liso cavernoso de ratos
tratados com Tadalafil cronicamente. Foi possivel observar que o grupo IC apresentou
uma hipercontratilidade significativa tanto na contracdo neurogénica como na
adrenérgica quando comparado ao grupo Sham (P<0,05). Porém, no grupo IC Tadalafil
observou-se que a hipercontratilidade neurogénica foi significativamente reduzida

quando comparado ao grupo IC (P<0,05) (Figura 02).

11



BAY 73-6691 reduz a hipercontratilidade do musculo liso cavernoso
A resposta contratil do corpo cavernoso foi avaliada através da construcdo de curvas
concentracdo-resposta ao agonista de receptores ol-adrenérgicos, fenilefrina (PE;
10nM-100uM), no masculo liso cavernoso em ténus basal na presenca e auséncia do
BAY 73-6691. Foi possivel observar que o grupo IC apresentou uma hipercontratilidade
significativa quando comparado ao grupo Sham (P<0,05). Todavia, na presenca do
inibidor de PDE9, BAY 73-6691, observou-se que a hipercontratilidade apresentada no
grupo IC foi significativamente reduzida quando comparado ao grupo IC + BAY 73-
6691 (P<0,05). Ainda, o grupo Sham + BAY 73-6691 apresentou atividade contratil
significativamente diminuida quando comparado ao grupo Sham (P<0,05) (Figura 03).
Além disso, a resposta contratil do mdsculo liso cavernoso induzida pela
estimulacdo elétrica foi avaliada através da construcdo de curvas frequéncia-resposta a
EFS em tonus basal, na presenca e auséncia do BAY 73-6691. Ao analisarmos 0 grupo
IC, observamos que ha uma hipercontratilidade significativa quando comparado ao
grupo Sham nas frequéncias de 2, 4, 8, 16 e 32 Hz (P<0,05 nas frequéncias de 2, 4, 8 e
16 e P<0,01 em 32Hz). Porém, na presenca do inibidor de PDE9 a hipercontratilidade
neurogénica foi reduzida significativamente quando comparado ao grupo IC + BAY 73-

6691 (P<0,05) (Figura 03).

BAY 73-6691 in vitro promove efeito aditivo com o tratamento com Tadalafil na
contratilidade do musculo liso cavernoso restaurando a hipercontratilidade

A resposta contratil do corpo cavernoso foi avaliada através da construgdo de curvas
frequéncia-resposta (1-32 Hz) e concentragdo-resposta ao agonista de receptores al-
adrenérgicos, fenilefrina (PE; 10nM-100uM), na presenca e auséncia do BAY 73-6691

no musculo liso cavernoso do grupo IC + Tadalafil. Observou-se um possivel efeito

12



aditivo entre os mecanismos envolvendo a inibicdo da PDE5, com reducédo
extremamente significativa da hipercontratilidade nos corpos cavernosos mediados a PE
(P<0,001) e ao EFS nas frequéncias de 2, 4, 8, 16 e 32 Hz (P<0,05 na frequéncia de 2

Hz e P<0,01 nas frequéncias de 4, 8, 16 e 32Hz) (Figura 4).
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Discusséo

Neste estudo, investigamos a contribuicdo do inibidor de PDE9, BAY 73-6691, no
comprometimento da musculatura lisa cavernosa de ratos com IC, submetidos ao
modelo de fistula aortocaval (FAC) e tratados cronicamente com Tadalafil. Nossos
dados demonstram que as alteracfes hemodindmicas promovidas pela sobrecarga de
volume resultante da FAC induziram hipertrofia cardiaca e reducdo da funcéo do VE,
além de hipercontratilidade do tecido muscular cavernoso. No entanto, foi demonstrado
que apos tratamento crénico com Tadalafil os parametros cardiacos e cavernosos foram
restaurados, e, além disso, na presenca in vitro do BAY 73-6691 a hipercontratilidade
cavernosa foi diminuida e 0 mesmo demonstrou possuir um efeito aditivo ao Tadalafil,
quando associados.

Sabe-se que a disfuncéo erétil (DE) e a insuficiéncia cardiaca (IC) apresentam
fatores de risco em comum, como hipertensao arterial, dislipidemia e diabetes, 0s quais
estdo associados a disfuncdo do sistema nervoso autdbnomo, alteracdes de importantes
vias de sinalizacdo que controlam o ténus muscular liso, estresse oxidativo e reducédo da
disponibilidade de Oxido nitrico (NO) (Jeremy et al., 2007). Porém, apesar da alta
prevaléncia e da forte associacdo entre os quadros, os mecanismos envolvidos ainda ndo
estdo claramente estabelecidos.

O NO é reconhecidamente uma molécula com mudltiplos efeitos regulatérios no
miocardio e tecido vascular, assim como em indmeros outros 6rgdos e tecidos do
organismo. Em miocardio de mamiferos o NO é responsavel por aumentar a
complacéncia do VE, atenuar a resposta beta adrenérgica e potencializar respostas
parassimpaticas, além de alterar os niveis intracelulares de calcio, impactando o
desempenho cardiaco sistolico e diastolico (Simon et al., 2014). Sabe-se que em

pacientes com IC a sinalizacdo deficiente do NO esta relacionada com aumento da
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), remodelamento cardiaco e
anormalidades diastolicas no ventriculo esquerdo (VE) (Bhardwaj et al., 2013; Langrish
etal., 2013).

Em modelo experimental de sobrecarga cardiaca por alteracbes de presséo,
observou-se aumento dos niveis de PDE5 no miocardio, onde a enzima antioxidante
superdxido dismutase (SOD) foi capaz de atenuar o aumento da PDE5, protegendo
contra a hipertrofia do VE e insuficiéncia cardiaca congestiva, sugerindo que o estresse
oxidativo aumenta a expressdo de PDES, que atua na modulacdo da hipertrofia dos
cardiomiécitos (Pokreisz et al., 2009). Resultados semelhantes foram relatados no
estudo de Vandenwijngaert e colaboradores (2013), onde se observou aumento da
expressao de PDE5 no VE de pacientes com cardiopatia dilatada e isquémica, associada
a hipertrofia do VE, capacidade contratil dos cardiomidcitos diminuida e disfuncéo
sistolica e diastolica do VE.

Os dados obtidos em nosso laboratério corroboram com os achados da literatura,
pois 8 semanas apds a inducdo da IC os animais apresentaram hipertrofia de VE e
diminuicdo da fracdo de ejecdo. Porém, o tratamento com Tadalafil foi capaz de
restaurar as alteracGes cardiacas hipertréficas e a funcionalidade do VE, comprovando o
efeito cardioprotetor da inibicdo da PDE5 no miocardio. Pesquisas recentes sugerem
que a reducdo da hipertrofia e melhora na funcdo do VE ndo esta apenas ligada aos
efeitos vasculares promovidos pelos inibidores de PDE5. De acordo com Munjal e
colaboradores (2014) foi proposto que o tratamento com Tadalafil foi capaz de atenuar a
acdo do TGF-f no musculo cardiaco apdés a administragdo de angiotensina I,
promovendo um efeito protetor contra 0 aumento da deposicdo de coldgeno e aumento
da fibrose cardiaca.

Apesar do efeito benéfico conhecido dos inibidores de PDE5 na resposta erétil,

sabe-se que em certos casos de DE ndo é possivel observar uma resposta benéfica
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completamente satisfatoria no uso dos mesmos, principalmente em casos de disfungéo

endotelial ou neuropatias que afetam a funcéo erétil.

Estudos apontam que um total de 13 genes de PDE s&o expressos em corpo
cavernoso e artéria cavernosa (Nies et al., 2002; Waldkirch et al., 2005). E sabe-se que
aléem da PDES5 outras isoformas de PDEs atuam na hidrdlise do GMPc, dentre elas a
PDE9 foi descrita como a que apresenta maior afinidade pelo GMPc (Omori & Kotera,
2007).

Por ser uma enzima relativamente descoberta recentemente, ndo existe uma vasta
gama de informacGes na literatura, porém estudos recentes apontam a expressao da
PDE9A no intestino, rim, cérebro, coracdo de humanos (Lee et al., 2015; Soderling et
al., 1998) e no corpo cavernoso de camundongos (Da Silva et al., 2013). O que vem
trazendo estudos dos inibidores de PDE9 para beneficio em diversas patologias, como
em doencgas do Sistema Nervoso Central, Doenga de Alzheimer (Claffey et al., 2012;
Van Der Staay et al., 2008), onde através do inibidor seletivo de PDE9, BAY 73-6691,
foi possivel obter melhora da aprendizagem e memdria em ratos (Van Der Staay et al.,
2008), Diabetes mellitus, onde Shao e colaboradores (2014) caracterizaram um novo
inibidor seletivo de PDE9 como potencial agente hipoglicemiante, e foi demonstrado
que, tanto a hipertrofia cardiaca como a insuficiéncia cardiaca em humanos, levam a
uma regulacdo positiva da expressdo da PDE9A, o que nessas condi¢bes patoldgicas, o
papel principal dessa enzima é regular os niveis dos peptideos natriuréticos nos miocitos
e musculo cardiaco e ndo apenas a hidrélise dos niveis de GMPc estimulado pelo NO
(Lee et al., 2015).

Entretanto, estudos sobre o papel da fosfodiesterase tipo 9 na regulagdo da
musculatura lisa cavernosa na disfuncéo erétil sdo poucos explorados até o momento.
Visto que o entendimento dessa questdo se faz muito importante j4 que existem
pacientes que ndo respondem de forma eficaz ao tratamento com os inibidores de PDES5,
se faz necessario estudos no &mbito da caracterizacao dos efeitos do inibidor seletivo de
PDE9 BAY 73-6691 em modelos de funcdo erétil in vitro, podendo representar grande
avanco no que diz respeito a terapias farmacoldgicas para o tratamento da disfuncéo

erétil.

Da Silva e colaboradores (2013) através de um tratamento por gavagem diéria

durante 21 dias com o inibidor de PDE9, BAY 73-6691, evidenciou que o bloqueio
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crénico da atividade da PDE9 promoveu uma amplificacdo da resposta relaxante da

musculatura lisa cavernosa mediada pela via de sinalizagdo NO-cGMP.

Os dados obtidos em nosso laboratorio corroboram com os descritos na literatura,
pois apds adigdo in vitro do inibidor da fosfodiesterase 9, BAY 73-6691, no tecido
cavernoso de ratos com insuficiéncia cardiaca, apresentando hipercontratilidade da
musculatura lisa cavernosa, pode-se notar que tanto a resposta contratil a PE como a
contracdo neurogénica foram significativamente reduzidas. Apontando entdo, que ap6s
inibicdo da enzima PDEY, toda a cascata para que haja a regulacdo da funcéo erétil foi
restaurada. Além disso, quando associado ao tratamento cronico com Tadalafil, o
inibidor seletivo de PDE9, BAY 73-6691, mostrou possuir um efeito aditivo na
regulacdo da contratilidade cavernosa. Assim, indicando o BAY 73-6691 como um
possivel veiculo de tratamento para pacientes que sofrem de disfuncéo erétil.

Desta forma, o Tadalafil comprova seu efeito cardioprotetor ao restaurar as
alteracOes cardiacas hipertroficas e a fungdo do VE. Na funcdo erétil o tratamento
crénico foi capaz de diminuir a hipercontratilidade da musculatura lisa cavernosa
relacionada & DE mostrando-se uma opcdo terapéutica eficaz e com beneficios
significativos nas alteragdes cardiacas e cavernosas de ratos com IC e o inibidor seletivo
da fosfodiesterase tipo 9, BAY 73-6691, in vitro promove efeito aditivo na reducdo do
mecanismo contratil cavernoso associado ao tratamento crénico com Tadalafil e
restaura a hipercontratilidade cavernosa de ratos, decorrentes do comprometimento

hemodindmico e neuro-humoral gerado pela IC.
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Legendas das Imagens

Figura 01. Analise da funcéo cardiaca. Parametros cardiacos dos animais Sham (n=8)
e IC (n=7) avaliados pré-tratamento (8 semanas apds realizacdo da fistula aortocaval) e
Sham (n=8), IC (n=7), Tadalafil (n=9) e IC Tadalafil (n=7), avaliados ap0s tratamento
com Tadalafil (12 semanas ap6s a inducédo da fistula aortocaval). O painel A mostra os
valores médios da massa ventricular esquerda, e o painel B mostra a fracdo de ejecéo.
Os dados foram expressos como Média + E.P.M para n experimentos. **P<0,01 quando

comparado ao grupo Sham; #P<0,01 comparado ao grupo IC pds-tratamento.

Figura 02. Efeito do Tadalafil na avaliagdo contréatil da musculatura lisa cavernosa
de ratos com IC. Curvas concentracdo-resposta para avaliacdo contratil da musculatura
lisa cavernosa para fenilefrina (PE 10nM-100uM) e estimulacéo elétrica (EFS 1-32Hz)
apos tratamento crénico com Tadalafil dos grupos Sham (n=6), IC (n=6), Tadalafil
(n=7) e IC Tadalafil (n=8). Os dados foram expressos como Média + E.P.M para n
experimentos. *P<0,05 quando comparado ao grupo Sham; $P<0,05 comparado ao
grupo Tadalafil; **P<0,01 comparado ao grupo Sham; #P<0,05 comparado ao grupo

IC.

Figura 03. Efeito do BAY 73-6691 na avaliacdo contratil da musculatura lisa
cavernosa de ratos com IC. Curvas concentracdo-resposta para avaliagdo contratil da
musculatura lisa cavernosa para fenilefrina (PE 10nM-100uM) e estimulacdo elétrica
(EFS 1-32Hz) dos grupos Sham (n=6) e IC (n=6) na presenca e auséncia do BAY 73-
6691. Os dados foram expressos como Média £ E.P.M para n experimentos. *P<0,05

guando comparado ao grupo Sham; $P<0,05 comparado ao grupo IC + BAY73-6691;
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®P<0,05 comparado ao grupo Sham + BAY 73-6691; **P<0,01 comparado ao grupo

Sham; #P<0,05 comparado ao grupo IC.

Figura 04. Efeito do BAY 73-6691 em associacdo ao Tadalafil na contratilidade do
CC de ratos com IC. Curvas concentracdo-resposta para avaliacdo contratil da
musculatura lisa cavernosa para fenilefrina (PE 10nM-100uM) e estimulacédo elétrica
(EFS 1-32Hz) apos tratamento crénico com Tadalafil do grupo IC Tadalafil (n=8), IC +
Tadalafil + BAY 73-6691 (n=7) e grupo IC (n=7). Os dados foram expressos como
Média = E.P.M para n experimentos. *P<0,05 quando comparado ao grupo IC;

**P<0,01 comparado ao grupo IC; ***P<0,001 comparado ao grupo IC.
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