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RESUMO

RECEPTORES DE MEMBRANA PARA PEPTIDEOS NATRIURETICOS EM
CORPOS CAVERNOSOS HUMANOS: ASPECTOS MOLECULARES E
FUNCIONAIS.

Clauber Mota de Sousa. Orientador: Nilberto Robson Falcdo do Nascimento.

Os receptores para peptideos natriuréticos tém se mostrado alvos
potenciais para o tratamento da disfuncao erétil masculina, devido ao fato de os
agonistas de GC de membrana elevarem os niveis intracelulares de GMPc,
promovendo o relaxamento do musculo liso de corpos cavernosos humanos.
Dessa forma, investigamos o efeito Peptideo Natiurético Atrial (ANP),
uroguanilina (UGN) e enterotoxina termoestavel de E. coli (STa) em tiras de
corpos cavernosos humanos. Investigamos também a expressdo dos
receptores para esses peptideos natriuréticos, bem como a mensuracédo dos
niveis dos nucleotideos AMPc e GMPc em tiras de corpos cavernosos
expostos a estes peptideos. ANP, UGN e STa promoveram relaxamento de
corpos cavernosos humanos (CCH) em banho com registro isométrico. Com
percentuais de relaxamento de 48,92 + 4,8%, 40,44 + 8,2% e 45,03 = 7,5%
(*p<0,05 vs controle) para ANP, UGN e STa, respectivamente. Este efeito
parece ser independente de NO. Um bloqueador inespecifico de GCm (isatina)
foi capaz de bloquear o efeito relaxante dos 3 peptideos, evidenciando a
participagcdo de GCm. A participagdo dessa via foi reforcada pelo aumento do
efeito relaxante da UGN (55 %= 7,5%;* p<0,05 vs controle) quando adicionado
um inibidor de PDE 5 (98,6 + 1,4%;*p<0,05 vs controle). Através de RT-PCR
demonstramos a expressao dos receptores GC-A, GC-B e NPR-C. A exposicéo
dos tecidos a ANP e UGN causou uma elevacao dos niveis intracelulares de
GMPc (UGN: 69,95 = 5,72; ANP: 59,97 + 9,35 e controle: 9,72 = 1,36; * p<0,05
vs controle), mas ndo de AMPc. Esses achados abrem a perspectiva de
utilizacdo da GCm para exploracdo dos receptores para peptideos natriuréticos

como alvos potenciais para o tratamento da disfuncao erétil.

PALAVRAS-CHAVES: Guanilato Ciclase de membrana, Peptideos

Natriuréticos, AMPc, GMPc, Corpos Cavernosos Humanos, Disfungéo Erétil.

18



ABSTRACT

RECEPTORS FOR NATRIURETIC PEPTIDES IN HUMAN CORPORA
CAVERNOSA: FUNCTIONAL AND MOLECULAR ASPECTS.

Clauber Mota de Sousa. Advisor: Nilberto Robson Falcao do Nascimento.

Receptors for natriuretic peptides have been demonstrated as potential
targets for the treatment of male erectile dysfunction since their activaction
associated to increased cGMP levels and smooth muscle relaxation. In this
regard, we have investigated the effects of the atrial natriuretic peptide (ANP),
uroguanylin (UGN) and E. coli heat-stable enterotoxin (STa) on strips of human
corpora cavernosa (HCC). In addition, we also have evaluated the expression
of natriuretic peptide receptors in HCC, as well as, cGMP and cAMP levels
after HCC exposure to the peptides. ANP, UGN and STa induced
concentration-dependent relaxation on HCC strips mounted in baths for
isometric tension recording. The percentage of relaxation was 48,92 + 4,8%,
40,44 £ 8,2% e 45,03 £+ 7,5% (*p<0,05 vs control) for ANP, UGN e STa,
respectively. The relaxation is NO-independent, but sensitive to the blockade of
pGC receptors. The potential role of pGC activation for UGN (55 + 7,5%;*
p<0,05 vs control) in this effect is reinforced by the potentiation of this effect by
a phosphodiesterase 5 inhibitor (98,6 = 1,4%;*p<0,05 vs control) . The
expression of GC-A, GC-B and NPR-C but not GC-C was confirmed by RT-
PCR. The exposure of HCC strips to ANP and UGN significantly increased
cGMP (UGN: 69,95 + 5,72; ANP: 59,97 £ 9,35 e control: 9,72 £ 1,36; * p<0,05
vs control), but not cAMP levels. These findings reveal that the natriuretic
peptide receptors are potential targets for the development of new drugs for the

treatment of erectile dysfunction.

KEY-WORDS: Membrane Guanylate Cyclase, Natriuretics Peptides, cAMP,

cGMP, Corpora Cavernosum, Erectile Dysfunction
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1. INTRODUCAO

1.1. Receptores de membrana para peptideos natriuréticos

Existem duas formas principais de guanilato ciclase: a soluvel e a de
membrana. A ativacdo da forma soluvel ocorre em resposta ao Oxido nitrico
(NO), como também ao mondéxido de carbono (CO), enquanto que a isoforma
de membrana é ativada em resposta a peptideos natriuréticos. Esses
peptideos natriuréticos como, por exemplo, o peptideo natriurético atrial (ANP),
peptideo natriurético cerebral (BNP), peptideo natriurético do tipo C (CNP), séo
uma familia estruturalmente relacionada, que contém um anel de 17
aminodacidos estabilizados por uma ponte dissulfeto (Anand-Srivastava e

Trachte, 1993; Yandle, 1994).

Véarios tipos de receptores para peptideos natriuréticos foram
identificados (GC-A, GC-B, GC-C, GC-D, GC-E, GC-F e GC-G), entretanto,
para apenas quatro desses receptores forma identificados seus ligantes. O
receptor para peptideos natriuréticos do tipo A e B sao, por exemplo, proteinas
transmembrana simples com peso molecular entre 120-130 kDa, com atividade
guanilil ciclase. Tanto ANP, BNP e CNP se ligam ao receptor do tipo A (GC-A),
mas a preferéncia de ligacdo, pela ordem de afinidade, seria ANP>BNP>CNP.
De forma semelhante, ANP, BNP e CNP se ligam ao receptor do tipo B (GC-B),
mas com preferéncia de ligacdo definida assim, CNP>BNP>ANP (Yandle,
1994), enquanto que as guanilinas se ligam preferencialmente a isoforma C

(GC-C) mostrados por Forte e colaboradores, 2004. Entretanto, os trés
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peptideos e as proprias guanilinas interagem, de forma nao preferencial, com o
receptor do tipo C (NPR-C) e inibem a atividade da adenilil ciclase (Anand-
Srivastava, 1997; Anand-Srivastava e Trachte, 1993; Savoie et al.,, 1995).
Santos-Neto e colaboradores demonstraram, recentemente, a existéncia de
uma interagdo antagbnica nos efeitos natriuréticos e caliuréticos desses
peptideos natriuréticos (Santos-Neto et al., 2006). De modo que na auséncia
do receptor preferencial, os peptideos poderiam competir entre si para

exercerem esses efeitos.

A presenca de receptores GC-B para o polipeptideo natriurético tipo C e
a inducdo de relaxamento por este peptideo em tiras de corpos cavernosos de
ratos e coelhos, foram as primeiras evidéncias para um possivel papel dos
receptores guanilato ciclase de membrana na regulacdo do ténus destes
tecidos Kim et al., 1998). Este relaxamento bi associado com aumento dos
niveis intracelulares de GMPc, quando comparados com aqueles obtidos pelo
peptideo natriurético cerebral e pelo peptideo natriurético atrial, sendo a

poténcia relativa de CNP>BNP>ANP.

Ja em relacdo a isoforma de guanilato ciclase de membrana C (GC-C),
essa consiste no principal receptor para peptideos natriuréticos do tipo
guanilinas no intestino; entretanto, sabe-se que essa isoforma também
encontra-se expressa em muitos outros tecidos. GC-C forma dimeros, trimeros
e tetrameros quando inseridos para dentro da membrana plasmatica

(Vijayachandra et al., 2000). O RNAm para GC-C esta presente também em



glandulas adrenais, cérebro, placenta, testiculos, vias aéreas, baco e timo (Fan

etal., 1997; Range et al.,1997 e Schulz et al.,1992).

Seres humanos e ratos, em relacdo a GC-C, tem aproximadamente 71%
de homologia no dominio extracelular e de 91% no dominio intracelular. O
dominio extracelular deve estar entdo glicosilado (FIGURA 01) para completa
atividade do receptor (Vaandrager et al., 1993; Hasegawa et al., 1999), e a
desfosforilacdo causada por uma ligacdo de um agonista do dominio
intracelular se relaciona diretamente com a perda de sensibilidade desse

receptor (Potter et al., 1992).

A maioria dos reguladores de GC-C sao proteinas quinases C (PKC). A
fosforilacdo de GC-C por PKC promove um aumento dos niveis de GMPc. PKC
induz fosforilacdo no Gterminal aumentando a geracdo de GMPc em 70%,
guando comparado com o receptor nao-fosforilado (Wada et al., 1996; Crane et

al., 1992).

Mais recentemente, foi demonstrado o envolvimento do polipeptideo
natriurético tipo C (CNP) e de seu respectivo receptor na inducdo de
relaxamento de corpos cavernosos humanos e também da elevacdo de GMPc
nessas preparacgoes, bem como, a expressdo de GC-B em corpos cavernosos
humanos (Kithe et al., 2003). Entretanto, esses estudos iniciais utilizaram
corpos cavernosos de pacientes humanos que possivelmente possuiam uma
expressado dos receptores guanilato ciclase alterada. Visto que estes tcidos

foram aiundos ou de pacientes idosos em via de implantagdo de préteses
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penianas ou de pacientes transexuais. Dessa forma, é possivel que os
primeiros apresentassem co-morbidades associadas, como por exemplo,
diabetes e hipertenséo. Ja o segundo grupo poderia ter utilizado drogas como,
por exemplo, hormoénios para intensificacdo de caracteristicas femininas,
descaracterizando assim a expressao fisiolégica dos receptores envolvidos e,
portanto, podendo nao refletir a real expressdo e nem funcdo normal deste

sistema de receptores, tampouco, a transducéo de sinal associado.

Nesse sentido é importante se estudar, de forma inédita, a expressao
desses receptores (GC-A, GC-B, GC-C e NPR-C) em preparacdes de corpos
cavernosos humanos oriundos de doadores cadaveres na ocasido para
transplante de o6rgdos. Os doadores selecionados foram doadores jovens
(média de 34 anos de idade) sem historico de doenca cardiovascular (diabetes,
hipertensdo e dislipidemias). Dessa forma, realizariamos um estudo mais
proximo a expressao fisioldgica desses receptores nos tecidos estudados, bem
como, a participacdo desses receptores na regulacédo do tdnus da musculatura

lisa cavernosa.

24



NH3"

@ Dominio Extracelular

THHT""' THH"T
“H“““I HHHHI

‘I. Dominio Justamembranar

D Dominio Kinase
cGMP

Dominio Catalitico Guanilato Ciclase

"0O0C cCOO"

Cauda Carboxi-terminal

FIGURA 01: Estrutura ilustrativa dos dominios de ligacdo extra-celular e intra-

celular de guanilato ciclase de membrana (FONTE: Sindic et al, 2006).
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1.2. Peptideos Natriuréticos: importantes agonistas de

receptores de membrana.

Os mecanismos de transporte de agua e eletrélitos, como também a sua
regulacéo, contribuem de forma significativa para a manutencao das espécies.
Neste sentido, 0 estudo com peptideos natriuréticos deve muito aos primeiros
trabalhos realizados pelo pesquisador De Wardener em 1961. Os trabalhos
consistiam na busca de um idealizado fator Ill, um hormonio relacionado com a
diurese salina, em experimentos utilizando cées expandidos por infusdo salina
(De Wardener et al., 1961). Nos anos seguintes, forma publicados efeitos de
extratos urinarios de seres humanos submetidos a uma sobrecarga salina na
excrecao urindria de ratos Brown et al., 1972) ¢ em 1976, identificados 2
peptideos responsaveis pelos efeitos natriuréticos renais (De Wardener et al.,

1976).

Continuando a busca por maiores entendimentos da fisiologia das
substancias natriuréticas, mais precisamente em 1975, Carey e colaboradores
conseguem demonstrar que a excrecao urinaria de NaCl é significativamente
mais elevada no periodo de quatro horas imediato a uma sobrecarga oral de
NaCl na dieta, quando comparado a uma infusdo endovenosa dentro do
mesmo periodo (Carey et al, 1976 e Carey 1978). Esses achados sugeriram a
existéncia de um mediador, produzido no intestino, que exercia pronunciados
efeitos natriuréticos, sugerindo a existéncia de um eixo éntero-renal que seria
responsavel pela eliminacdo do excesso de sal ingerido, com a funcdo de

controlar a volemia e, portanto, a pressao arterial.
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Importantes achados de Fonteles e colaboradores em 1991, descreviam
0s potentes efeitos natriuréticos exercidos pela enterotoxina termoestavel da
Escherichia coli (STa) no rim, dessa forma, sugerindo a existéncia de um
mediador endbégeno (Fonteles et al, 1991). Nesse sentido, Currie e
colaboradores, logo em seguida, isolaram um peptideo encontrado no jejuno do
rato (Currie et al., 1992), denominado guanilina, que mimetizavam os efeitos
moleculares da enterotoxina termoestavel da Escherichia coli (STa), o primeiro

agonista exdgeno de guanilato ciclase de membrana.

As guanilinas, assim como outros peptideos j& descritos, como por
exemplo, o peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo natriurético cerebral
(BNP), peptideo natriurético tipo C (CNP) tém sido propostos como 0s
principais responsaveis pela homeostase de sal e agua através do eixo éntero-
renal (Carey, 1978) regulando tonus vascular e excrecdo de sal renal. Todos
esses peptideos tem afinidade por receptores de membrana, encontrados em
varios tecidos, chamados guanilato ciclase de membrana, que uma vez
ativados, promovem uma elevagdo das concentracdes intracelulares de
monosfofato ciclico de guanosina (GMPc), induzindo tanto a secrecéo de CI,
quanto a excrecdo de Na*, controlando portanto o volume plasmatico, dai
serem chamados de peptideos natriuréticos, dessa forma, controlam a presséo

sanguinea, contribuindo sobremaneira para o controle da presséao arterial.

Por outro lado, através de sinalizacdo adenilato ciclase, outro grupo de

receptores, ditos receptores para peptideos natriuréticos ou NPR-C, ativados

pelas mesmas substancias natriuréticas, tanto atriopeptinas como também as
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guanilinas, levam a uma inibicdo da adenilato ciclase via ativacdo de proteina
Gi (Anand-Srisvastava et al, 1990) ou pela ativacdo de fosfolipase C (Hirata et
al, 1989) que, por sua vez, alteram os niveis de AMPc, GMPc ou ainda podem

alterar a permeabilidade a canais i6nicos.

1.2.1. Peptideos Natriuréticos Atriais

Peptideos Natriuréticos sdo uma familia de trés entidades hormonais,
sendo eles: Peptideo Natriurético Atrial (ANP), Peptideo Natriurético Cerebral
(BNP) e Peptideo Natriurético tipo-C (CNP). Todos esses peptideos séo
produzidos em coracdes de mamiferos, incluindo o de humanos (Levin et al.,
1998; Yandles et al., 1994). ANP regula uma variedade de funcdes fisioldgicas
incluindo: pressédo arterial, secrecdo de progesterona, liberacdo de renina,
liberacdo de vasopressina e também liberacdo de endotelina (Anand-

Srivastava et al., 1985 e 1986).

BNP e CNP, os outros integrantes da familia das atriopeptinas, agem
antagonizando os efeitos da vasopressina, endotelina e também do sistema

renina-angiotensina (Brenner et al., 1990; Ruskoaho et al., 1992).

Trabalhos mais atuais demonstram que as concentracfes plasmaticas
desses peptideos estdo bastante aumentadas em doencas cardiovasculares.
Dessa forma, consideram que eles tém uma funcdo importante no balanco

homeostatico do sistema cardiovascular (Minamino e Nishikimi, 2006).
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1.2.2. Uroguanilina e STa

As guanilinas sao peptideos enddgenos, agonistas de receptores GC-C.
Este peptideo descrito inicialmente por Currie e colaboradoes em 1992. Foi
encontrado no jejuno do rato e mimetiza os efeitos moleculares da enterotoxina
termoestavel da Escherichia coli (STa). Todavia, as primeiras demonstracdes
de reatividade renal através de STa foram descritas por Fonteles e Lima em
1983. Inicialmente com o peptideo na forma semi-purificada e posteriormente

com STa na forma pura (Fonteles et al., 1991 e Lima et al., 1992).

Estudos posteriores de Forte e colaboradores em 1993 demonstraram
claramente que guanilina € um potente estimulante da secrecdo de cloreto em
células Tgs em cultura. Esta linhagem de células é altamente sensivel a
estimulacao de secrecao de GMP ciclico por STa, e hoje, muito utilizada como

rotina para bioensaio de substancias “guanilina simile”.

A uroguanilina (UGN) foi o segundo horménio da classe das guanilinas a
ser descoberto e capaz de ativar o receptor de membrana tipo guanilato
ciclase intestinal chamado GC-C. Baseados no fato de que extratos renais de
rins de ratos aumentaram a producdo de GMPc em células Tg4, Hamra e col
(1993) iniciaram a procura de outros mediadores guanilina-simile na urina e na
mucosa intestinal do gossum (gambé) americano Didelphis virginiana. Foi
denominado uroguanilina por ser um peptideo acido e que foi encontrado
inicialmente na urina. Este peptideo contém 53% de identidade com os

aminoécidos da guanilina (FIGURA 02).
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GUANILINAS
RATO/ CAMUNDONGO
HUMANO

GAMBA

PNTCEICAYAACTGC

PGTCEICAYAACTGC

SHTCEICAFAACAGC

UROGUANILINAS
RATO/ CAMUNDONGO
HUMANO

GAMBA

TDECELCINVACTGC
NDDCELCVNVACTGCL

QEDCELCINVACTGC

LINFOGUANILINA

QEECELCINMACTGY

Sta

NSSNYCCELCCNPACTG

CY

FIGURA 02: Estrutura primaria de peptideos representativos da familia das

guanilinas e da enterotoxina termo-estavel da Escherichia coli (STa). As letras

correspondem as abreviaturas dos aminoacidos. (Fonte: Forte, 2004)




O peptideo descoberto foi também sintetizado pelos autores e é cerca
de 10 vezes mais potente que a guanilina, tendo, dessa forma, poténcia

intermediaria entre guanilina e STa.

Estudos do nosso laboratério (Fonteles et al., 1998) apontavam para
potentes efeitos natriuréticos e caliuréticos promovidos por uroguanilina em
rins de rato e Carrithers e colaboradores em 2002 demonstraram os efeitos
produzidos pela alteracdo da ingestdo de NaCl na expressdo de RNAmM em
quatro diferentes regides do intestino do rato (duodeno, jejuno, ieo e cdlon).
Importantes alteracbes na expressdo de GN e UGN podiam ser afetadas
dentro de 4 horas de administragdo de NaCl por via intragastrica, sugerindo
gue este sistema de sinalizac&o € capaz de responder rapidamente a ingestao
de NaCl. Recentes evidéncias de nosso e de outros grupos demonstraram que
esses peptideos afetam a funcao renal, ‘in vitro” e ‘in vivo” (Fonteles et al.,

1998 e 2001; Carrithers et al, 1999 e 2004).

Mais recentemente, observouse que as guanilinas tém seu efeito
intestinal devido, quase que exclusivamente, a ligacdo ao receptor guanilato
ciclase de membrana do tipo C (Sindic et al.,2006), enquanto que os efeitos
renais devam-se a outra ligacdo com outros tipos de receptores presentes no
ducto coletor cortical (Sindic et al., 2005) independem de guanilato ciclase C.
Estudos de Schlatter e colaboradores ja mostraram o envolvimento de canais
de K*, como o canal de potassio da regido medular externa renal, ROMK (do

acronimo inglés Renal Outer Medulllary Potassium Channel), também
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independentes de GC-C, na condutancia de ions potassio em células tubulares

proximais de rim humano por guanilina e uroguanilina .

Fonteles e colaboradores em 2006 demonstraram, em néfrons
microperfundidos isolados, o efeito da uroguanilina em aumentar a secrecéo de
potassio, e este efeito foi bloqueado por iberiotoxina e que, portanto, parece ser
dependente de canais de potassio, voltagem dependente, do tipo célcio

sensivel chamado de maxi-K (Amorim et al., 2006).

E por ultimo, demonstrou-se a possibilidade da UGN se ligar a receptores
de membrana que ndo GC-C, em outros sistemas, como em trabalhos
recentes, demonstrando uma determinada falta de especificidade de agonistas
de GC de membrana pelos seus respectivos receptores, uma vez que GN e
UGN séo responsaveis pela transducdo do sinal quimiosensorial em epitélio

olfatério através de GC-D (Leinders-Zufall et al., 2007; Duda e Sharma, 2007).
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1.3. ANATOMO - FISIOLOGIA DA ERECAO

O pénis, resumidamente, € composto de trés corpos separados por
septos de tecido conjuntivo. Um corpo esponjoso Unico que sustenta e protege
a uretra ao longo da superficie ventral do pénis e forma a glande distalmente;
dois corpos cavernosos paralelos que se estendem ao longo da superficie
dorsal do pénis que, além de prover estrutura para o pénis, funciona como um
reservatorio de sangue no estado erétil (FIGURA 03). Os corpos cavernosos
sdo envoltos por uma camada fibrosa, tunica albuginea (Andersson e Wagner,
1995) e compreendem uma rede de sinusdides supridos pelas artérias
helicinais, que sdo ramos terminais das artérias cavernosas. No estado flacido,
as trabéculas do musculo liso dos corpos cavernosos, que sustentam o0s
sinusodides vasculares, estdo tonicamente contraidos e permitem apenas uma
pequena quantidade de influxo arterial (Burnett et al., 1992). Enquanto que a
liberacdo de neurotransmissores de terminais dos nervos cavernosos e do
endotélio em resposta a estimulacdo sexual resulta em relaxamento do

musculo liso do corpo cavernoso e erecao peniana.

Neste sentido, a principal fonte de irrigacdo peniana pode ser atribuida a
artéria pudenda interna. Apds enviar um ramo para O perineo, a artéria
pudenda torna-se artéria peniana comum, a qual se divide em trés ramos:

artéria peniana dorsal, artéria bulbouretral e artéria cavernosa (Lue, 2002).



Veia dorsal
profunda

Nervo dorsal
do pénis

Artéria
dorsal
do pénis
Artérias
cavernosas
Espacos -
sinusoidais
Tanica
albuginea

Artérias _—
bulbo esponjosas

FIGURA 03: Anatomia arterial e venosa peniana através de um corte

transversal. FONTE: Glina, S. et al. Disfuncdo Sexual Masculina, 2002.



Por outro lado, existe um sistema para ocorréncia de drenagem venosa
para a manutencdo do estado normal do pénis, ou seja, do estado flacido.
Dessa forma, as pequenas veias dos espacos sinusoidais, localizadas abaixo
da tunica albuginea, unem-se dorsalmente formando a veia dorsal profunda.
No corpo cavernoso principal e na crura essa veia drena sangue para as veias
cavernosas e crurais que se unem a veia uretral formando a veia pudenda

interna (Lue, 2002), como mostrado na FIGURA 04.

A erecdo peniana constitui-se, portanto, de um evento neurovascular
mediado por fatores psicoldgicos e fatores hormonais (Priviero et al., 2007). E
pode ser entdo dividida em inervacdo autondmica, subdividindo-se em
simpatica e parassimpatica, e em somatica, sensitiva e motora. A inervacao
sensitiva comeca em receptores na pele do pénis, glande, uretra e dentro do
corpo cavernoso. Essas fibras nervosas convergem para formar o nervo dorsal
do pénis, que se une aos nervos pelvicos, formando o nervo pudendo interno.
As fibras deste nervo ascendem através do feixe espino-talamico até o talamo
e cortex sensitivo. A inervacdo autondmica parassimpatica localizada na
medula sacral € a responsavel pela liberacdo, nas terminacées nervosas no
corpo cavernoso do neurotransmissor, NO e seu efetor intracelular GMPc, com
consequente relaxamento da musculatura lisa cavernosa, vasodilatagao
arteriolar e erecdo peniana. A inervacdao autondmica simpatica origina-se da
décima primeira vértebra toracica a segunda vértebra lombar, em fibras que se
unem no plexo hipogastrico e liberam como neurotransmissores a

noradrenalina, responsavel pela fase de detumescéncia peniana (Lue, 2002).



Vela cava inferior _~Vasos iliacos comuns

Vasos iliacos externos (seccionados)
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Artérias escrotais posteriores

sampiniforme W Artéria do ducto deferente

FIGURA 04: Anatomia arterial e venosa peniana. FONTE: Glina, S. et al.

Disfung&o Sexual Masculina, 2002.



Desta forma, a musculatura lisa cavernosa, arterial e arteriolar peniana,
constituem-se o principal componente tecidual envolvido na ere¢ao peniana.
No estado flacido a musculatura lisa esta tonicamente contraida (FIGURA 05)
permitindo que o fluxo sanglineo arterial desempenhe apenas papel
nutricional. Isso pode ser evidenciado apds a injecdo de fenilefrina, um
agonista adrenérgico, em modelos experimentais de tiras de corpos

cavernosos (Lang-chu; Adaikan, 2006).

O estimulo sexual promove liberagdo de neurotransmissores nos
terminais dos nervos cavernosos levando ao estado de tumescéncia (FIGURA
06), dessa forma, a erecdo peniana é o resultado final do relaxamento da
musculatura lisa do corpo cavernoso peniano. A resposta erétil do pénis é
associada ao musculo liso vascular na tunica média das artérias e arteriolas
gue carregam sangue dentro do corpo cavernoso e, também, as células do
musculo liso vascular que delineiam os sinusoides cavernosais. O relaxamento
destas células no inicio da resposta erétil permite aos sinuséides expandir e
acomodar o aumento do influxo sangtiineo. Ao expandirem-se contra a tunica
albuginea, os sinusdides comprimem as veias responsaveis pelo efluxo
sanguineo. A limitacdo do efluxo pressdo-dependente constitui 0 processo
veno-oclusivo. A resultante do aumento do influxo devido a dilatacéo arteriolar

e a reducéo do efluxo resultante da veno-ocluséo é a base da erecéo peniana.
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FIGURA 05: llustracdo demonstrando, através de corte transversal, 0 pénis no
estado tonicamente contraido, representando o estado de detumescéncia
peniana. FONTE: Eardley, 1999.
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FIGURA 06: llustracdo demonstrando, através de corte transversal, 0 pénis no

estado tonicamente relaxado, representando o estado de erecdo peniana.
FONTE: Eardley, 1999.



1.4. RECEPTORES DE MEMBRANA PARA PEPTIDEOS
NATRIURETICOS: PROMISSORES ALVOS TERAPEUTICOS

1.4.1. Disfuncéao Erétil

A disfuncao erétil € definida como incapacidade de atingir e manter uma
erecdo peniana adequada para uma performance sexual satisfatoria. Esta
incapacidade deve perdurar por mais de trés meses para caracterizar a
disfuncdo erétil (National Institutes of Health Consensus - Development Panel

on Impotence, 1993).

Estima-se que a disfuncéo erétil atinja cerca de 150 milh6es de homens
(McKinlay, 2000). No Brasil, as estimativas apontam que mais de 40% dos
brasileiros entre 40 e 70 anos sofram desta condicdo (Moreira et al., 2001) e
gue pelo menos hum milhdo de novos casos surjam por ano nesta mesma faixa

etaria (Moreira, 2002 a e b).

Apesar dessa condicdo néo ser fatal, ndo deve ser considerada um
distarbio benigno, uma vez que pode ter um efeito extremamente negativo na
relacdo conjugal do paciente, em sua auto-estima, comprometendo seu bem

estar e qualidade de vida (Kraneet al., 1989).

Sempre que possivel, o tratamento da disfuncdo erétil deve ter carater
curativo, ou seja, direcionado a causa subjacente ao processo. No entanto,

poucos séo os casos de disfungdes eréteis com tratamento curativo como, por



exemplo, nos disturbios psicoldgicos, algumas desordens hormonais e algumas

obstrugbes vasculares que podem ser abordadas por revascularizacao.

Infelizmente, a maioria dos pacientes com disfuncéo erétil ndo se curam,
mas podem se beneficiar de tratamentos sintométicos. Os tratamentos
sintomaticos sdo prescritos de maneira progressiva do menos agressivo ao
mais agressivo. A abordagem menos agressiva para o paciente seria 0 uso de
terapia oral com inibidores da fosfodiesterase 5 (p.ex., sidenafila-ViagraO,

vardenafila-LevitraO e tadalafila-CialisO). Um segundo passo seria a aplicacdo

local (intracavernosa ou transuretral) de drogas relaxantes dos corpos
cavernosos e a ultima opcao seria a implantacdo de proteses penianas (Steers,

2002; Moncada et al., 2004).

1.4.2. Implicacbes dos receptores de membrana para peptideos

natriuréticos na funcao erétil.

A via bioquimica mais importante para a promoc¢do do relaxamento de
células musculares lisas € a NO-GMPc. Levando a um incremento dos niveis
intracelulares de GMPc e, consequente, relaxamento de musculo liso. Mas 0s
receptores de membrana associados a via guanilato ciclase e também ao
receptor NPR-C, vem se mostrando bastante promissora com novas vistas ao
tratamento da disfuncao erétil (Christ, 2003). Essas vias tém importante papel
na regulacdo do tbnus da musculatura lisa cavernosa por aumentarem oS

niveis dos nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc, e promoverem o relaxamento
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de células musculares lisas. Esse efeito pode se dar através de uma ligacéao
direta de agonistas a esses receptores GCm ou, ainda, através de canais de

ions como, por exemplo, canais de potassio.

Mais recentemente, Kithe e colaboradores demonstraram a expressao
de guanilato ciclase de membrana (GC-B) em corpos cavernosos humanos,
mostrando que a isoforma guanilato ciclase B era a mais proeminente nos
tecidos supramencionados e que o CNP seria o ligante do receptor GC-B

responsavel pelos seus efeitos fisioldgicos (Kuthe et al, 2003).

Os receptores para peptideos natriuréticos (NPR-C) antes tidos como de
“clearance” sdo também bastante importantes para o efeito destes peptideos.
Mais recentemente, ja se tem evidenciado inUmeros efeitos relacionados a
eles, como por exemplo, o efeito cronotrépico negativo do CNP em coracdes

de ratos através de NPR-C (Rose et al., 2004).

Desta forma, tornouse importante estudar a expressdo desses
receptores de membrana, em preparacdes de corpos cavernosos humanos, e a
ativacdo desses receptores para, dessa forma, avaliar o possivel efeito
relaxante na musculatura lisa dessas preparagdes em tecidos humanos de
pacientes jovens e sem co-morbidades associadas. Nesse sentido, obter-se-ia
uma real expressao fisioldgica desses receptores. Por outro lado, ter-se-ia a
possibilidade de aumentar a janela terapéutica ao incluir um maior nimero de
pacientes que respondam a essas novas substancias, podendo ainda, associa-

las a inibidores de PDE 5.
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1.5. JUSTIFICATIVAS

A importancia de avaliar, pela primeira vez, a expressado dos receptores
de membrana para peptideos natriuréticos em corpos cavernosos humanos de
doadores saudaveis. Bem como, a demonstracdo da funcionalidade desses
receptores apos ligacao a agonistas endodgenos e, com isso, verificar a possivel
participagdo destes receptores na regulacdo do tébnus da musculatura lisa
cavernosa, evento fisiolégico imprescindivel para o fendmeno da erecéo

peniana.

Partimos de referenciais tedricos que demonstram o efeito relaxante de
peptideos natriuréticos, em corpos cavernosos de ratos e coelhos (Kim et al.,
1998) e de um trabalho em corpos cavernosos obtidos de um reduzido namero
de pacientes (06) que implantaram prétese peniana ou fizeram cirurgia de
mudanca de sexo que demonstrou atividade relaxante do peptideo natriurético
C (Khute et al., 2003). Pensamos entdo em estudar a expressao de receptores
natiuréticos e o efeito da ativacao destes receptores com agonistas totais (STa)
e parciais (UGN) de receptor GC-C e agonista total de receptor GC-A (ANP)
utilizando tecidos oriundos de doadores humanos saudaveis e jovens. A
intencdo deste estudo inicial € comecar a desvendar se estes receptores
guanilato ciclase de membrana sdo importantes para a modulacdo do ténus
dos corpos cavernosos. E quando da existéncia desses efeitos, a possibilidade

de uma potencializagéo por inibidores de fosfodiesterase 5.



Com isso, os receptores de membrana acoplados a via guanilato ciclase
(GCm) e também os receptores acoplados a inibicdo da adenilato ciclase
(NPR-C) podem se tornar um importante alvo para o tratamento da disfuncéo

erétil masculina, pois independem da via nitrérgica neuronal e endotelial.

Essas vias encontram-se disfuncionais quando de fatores de riscos
cardiovasculares (diabetes, obesidade/dislipidemias, senescéncia, hipertenséo,
etc). Podendo, portanto, se tornar um alvo alternativo e/ou em conjunto com
inibidores de fosfodiesterase 5 e, dessa forma, abranger um maior nimero de
pacientes que ndo respondem adequadamente a terapéutica oral atualmente

disponibilizada.



OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este trabalho tem como objetivo investigar a expresséo de receptores de

membrana para peptideos natriuréticos e o efeito dos agonistas ANP, UGN e

STa sobre a contratilidade de corpos cavernosos humanos.

2.2. Especificos

Investigar o possivel efeito relaxante sobre a musculatura lisa de
corpos cavernosos humanos do Peptideo Natriurético Atrial
(ANP), Uroguanilina (UGN) e enterotoxina termoestavel de

Escherichia coli (STa).

Excluir a participacdo do NO (endotelial e/ou neuronal) no efeito

destes peptideos.

Investigar o possivel envolvimento da guanilato ciclase sollavel
(GCs) no efeito da UGN em preparacdes de corpo cavernoso

humano.

Investigar o possivel envolvimento da guanilato ciclase de

membrana (GCm) no efeito dos peptideos (ANP, UGN e STa) em

preparacoes de corpo cavernoso humano.
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Investigar o papel dos canais de K* ATP dependentes (Katp) €
Ca™ dependentes (Kca) no efeito da UGN em corpos cavernosos

humanos.

Avaliar a utilizagdo da via guanilato ciclase, através de um inibidor

de fosfodiesterase 5 no efeito induzido por UGN.

Mensurar os niveis intracelulares de AMPc e GMPc em tiras de

corpos cavernosos humanos expostos a ANP e UGN.

Investigar a expressao de receptores de membrana (GC-A, GC-

B, GC-C e NPR-C) em tiras de corpos cavernosos humanos.



MATERIAL E METODOS



3. MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da Universidade Federal do Cearad e do Conselho

Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara, tendo sido aprovados.

Os corpos cavernosos foram obtidos de cadaveres humanos durante
cirurgia para coleta de érgéos para transplante, devidamente autorizados pelas
familias. Apés remocéo, o tecido foi mantido em solugcédo de Krebs-Henseleit
modificada (4°C) e usada no maximo até 24 horas. Os doadores nao foram

identificados em nenhum momento do estudo.

Utilizamos, neste trabalho, CCH obtidos de 21 pacientes para doacao de
orgdos (média de idade de 34 anos). A grande maioria desses pacientes teve
como causa morte, traumatismo cranio-encefélico (TCE). Entretanto, havia 3
casos de AVC e 2 de homicidio. Os protocolos experimentais foram arranjados

para que houvesse no minimo amostras de quatro (04) individuos para cada

grupo.



3.1. Tiras de corpo cavernoso humano em banho isométrico

Apds eversdo e excisdo de um pequeno segmento dos corpos
cavernosos, os mesmos foram mantidos em solucao de Collins e transportados
imediatamente ao laboratorio de Farmacologia Cardiovascular da UECE. Os
corpos cavernosos foram dissecados para retirada dos tecidos circunjacentes e
da tanica albuginea. Apés isolamento foram montados em banhos de 5 ml em
Krebs-Henseleit mantido a 37° C, pH 7,4 e oxigenados com mistura
carbogénica - 95%0; e 5%CO,. Os tecidos foram mantidos sob tensdode 1 g e
permaneceram em repouso por 1 h com lavagens sucessivas de 15 em 15

minutos (FIGURA 07).

As alteracdes na tensdo foram registradas por intermédio de poligrafo
com transdutor de brca isométrico F60 (Narco Biosystems, Houston, Texas,
USA). Ap6s o periodo de equilibrio, cerca de 1 hora, os corpos cavernosos
humanso foram contraidos com fenilefrina 1uM, e no platdé da contracdo foram
realizados os diferentes protocolos experimentais. Com a excec¢ao do protocolo
com vardenafila, onde este foi pré-incubado 15 minutos antes da pré-contracao

com fenilefrina 1uM
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FIGURA 07: Esquema ilustrativo do método isolado de corpos cavernosos
humanos. Método desde a cirurgia para retirada do tecido a montagem em

banho de registro isométrico.
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3.2. Protocolos Experimentais

Para investigacdo do efeito dos peptideos ANP (10pM-30nM), UGN
(10pM-1pM) e STa (0,1pM-1pM) foram realizadas curvas concentragao-
resposta apds pré-contracdo com fenilefrina (LmM). Foram realizadas curvas
dconcentracao-resposta na presenca de varios inibidores farmacolégicos, onde
todos eles foram adicionados no platd da contragcdo (mantida e estabilizada),
30 minutos antes do inicio da realiza¢do de curvas concentracdo-resposta para

0 ANP, UGN ou STa.

Em um primeiro conjunto de experimentos o efeito da UGN foi estudado
na auséncia ou presenca de L-NAME (10nM), inibidor inespecifico da 6xido
nitrico sintase e 7-NI (100mM), um inibidor seletivo da 6xido nitrico sintase
neuronal. Em seguida, outro grupo experimental avaliou o efeito da UGN na
auséncia ou presenca de [1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona (ODQ-10
nM), um inibidor seletivo do grupo heme da guanilato ciclase sollvel, mais
especificamente, no sitio de interacdo com Oxido nitrico. Foi testado também
Isatina (10mM), um inibidor inespecifico das guanilatos ciclase de membrana,

sobre os efeitos da UGN, ANP e STa.

Em outro conjunto experimental testamos o efeito de bloqueadores de

canais de potassio. Inicialmente, utilizamos a glibenclamida (100nM) para

avaliar a participacdo de canais do tipo Katp , assim como, a associacao

iberiotoxina (1nM) + apamina (0,1nM) para avaliar a participacdo de canais de

potassio calcio-dependente de alta, média e baixa condutividade no efeito



obtido apos exposicdo dos tecidos a UGN.

Por ultimo, realizamos curvas concentracdo-resposta para UGN em
preparacdes pré-tratadas (15 minutos antes da pré-contracdo por PE) com o

inibidor de fosfodiesterase 5, vardenafil (0,1 mv).

As respostas maximas encontradas nao coincidem com o efeito maximo,
pois ndo dispunhamos de droga e, consequentemente, ndo foram também

possiveis os calculos das ECssp .



3.3. Determinacdo do efeito do ANP e UGN sobre o nivel

intracelular de AMPc e GMPc.

3.3.1. Amostras experimentais

As tiras de corpos cavernosos humanos foram montadas em banhos
para registro isométrico contendo solucdo de Krebs Henseleit. Apés o periodo
de estabilizacdo, de aproximadamente 1h, as tiras desses tecidos foram
retiradas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a

-20°C até o dia do experimento para realizacdo dos controles basais.

Num outro grupo de experimentos, os tecidos apdés o periodo de
estabilizacdo foram expostos & UGN (10pM) ou ao ANP (10uM) até que fosse
observado o relaxamento maximo produzido por esses agonistas. Apos esse
relaxamento, as tiras de corpos cavernosos humanos, foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C até o dia do

experimento.

Ambos os protocolos experimentais foram realizados na presenca de
inibidores de fosfodiesterase 5, com a finalidade de ndo degradar o GMPc

produzido.



3.3.2. Método de dosagem de nucleotideos ciclicos

Todas as amostras foram descongeladas e o tecido foi entdo
homogeneizado em tubos contendo solugcédo de Krebs Henseleit gelado (1mL).
Apés completa maceracdo do tecido, aliquotas de todas as amostras foram
separadas para dosagem de proteinas (200uL) pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) e o restante (800uL) foi processado para dosagem de

nucleotideos ciclicos.

Ao homogeneizado dos tecidos foi adicionado acido tricloroacético
(TCA-10%). Em seguida, as amostras foram agitadas e posteriormente
centrifugadas a 2000 rpm por 15 minutos a 4°C. Entdo, o sobrenadante foi
removido e o precipitado descartado. O sobrenadante foi lavado com éter
dietilico saturado de agua (em um volume 4 vezes maior que o volume da
amostra) e a fracao etilica foi descartada. Este processo foi repetido por quatro
vezes. Ao final das lavagens, as amostras foram secas em atmosfera de
nitrogénio a 60°C e ressuspensas no tampdo de ensaio do “kit
imunoenzimatico” para dosagem de AMPc/GMPc. As concentracBes foram

expressas em picomol por mg de proteina.



3.4. Expresséo de receptores de membrana GC-A, GC-B, GC-C

e NPR-C em corpos cavernosos humanos

3.4.1. Isolamento de RNA total

O RNA total das amostras de corpos cavernosos humanos foram
isolados utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. As amostras em questdo foram trituradas e homogeneizadas
com 1mL do reagente Trizol para cada 50-100 mg de tecido e, em seguida,
centrifugado a 13.000 x g na temperatura de 4°C . O sobrenadante foi coletado
e a este adicionamos 0,2mL de cloroférmio para cada 1mL de Trizol utilizado,
realizando assim a fase de separagcdo. Essa mistura foi novamente
centrifugada em mesma velocidade e temperatura anterior e o obrenadante
coletado. Iniciou-se, em seguida, a fase de precipitacdo e lavagem, usando
alcool isopropilico (100%) e etanol (75%), respectivamente. Cada um destes
procedimentos foi seguido por centrifugacdo das amostras. A etapa de lavagem
foi executada duas vezes. Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em agua
miliQ autoclavada. A quantidade e qualidade do RNA total isolado foi avaliado
por espectrofotometria utilizando comprimento de onda a 260 nm e a razéao

260/280 nm, respectivamente.

3.4.2. Reacao de Transcriptase reversa

Para analisarmos o nivel de expressao génica de proteinas que estédo
sendo efetivamente expressas partiu-se inicialmente do RNA transcrito. Como
0 RNA é uma molécula muito mais sensivel que o DNA os estudos de

expressdo génica foram realizados a partir de um DNA complementar, ou
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cDNA. Este cDNA é produzido a partir do RNAm, através de uma reacdo
catalizada pela enzima transcriptase reversa. Esta enzima transforma uma
molécula molde de RNAmM em uma fita simples de DNA complementar ao RNA
inicial. Esta fita simples serviu de molde para a reacdo em cadeia polimerase.
Para produzir-se cDNA a partir do RNA total utilizamos o kit de transcriptase
reversa TermoScript’™ Reverse Transcriptase System (Invitrogen, USA).
Resumidamente, uma quantidade de 2ug de RNA total extraido foi adicionado
a um tubo eppendorf 0,2uL) contendo 1pL de primer oligo(dT)2o (50uM), 2uL
de uma mistura de desoxinucleotideos (dNTP mix, 10mM) e agua miliQ
autoclavada para um volume de 12uL. Essa primeira mistura (reacdo A) foi
aquecida a 65°C para a desnaturacdo do RNA e anelamento do primer
oligo(dT),p com a cauda polyA do RNA mensageiro por 5 minutos.
Imediatamente apés este periodo, a reacéo foi resfriada em gelo. Durante os 5
minutos acima mencionados preparou-se uma reacao B que continha: 4uL de
tampao de sintese de cDNA (5X), 1uL de DTT (0,1M), 1uL de uma solucao
RNAseOUT (40U/uL), 1pL de agua miliQ autoclavada e 1pL da enzima
TermoScritp™ RT (15 unidades/pL). A esta reacdo B, de 8uL, adicionouse a
reacao A devidamente resfriada. O tubo contendo as duas misturas foi levado a
um termociclador onde permaneceu por 60 minutos a uma temperatura de
50°C. Passado este periodo, a reacao foi aquecida a uma temperatura de 85°C
por 5 minutos e entdo resfriada imediatamente a uma temperatura de 4°C. O
cDNA pronto foi imediatamente usado na reacdo em cadeia polimerase

descrita a sequir.



3.4.3. Reacdo em cadeiapolimerase (PCR)

A reacao de PCR consistiu da seguinte mistura:
v 1x tampéo de PCR (10X)
v 1,5mM de MgCl, (50mM)
v 0,2mM de deoxinucleotideos (10mM cada)
v 0,2uM primer senso (2uM)
v 0,2uM primer antisenso (2uM)
v 1uL de cDNA
v 0,025 U/uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen)

v Agua miliQ autoclavada para completar volume final de 10uL

A reacdo seguiu para o termociclador que foi iniciada com uma
temperatura de desnaturacdo de 94°C por 5 minutos. Em seguida, foram
realizados 35 ciclos de amplificacdo com uma temperatura de 94°C por 30
segundos, uma fase de anelamento por 30 segundos nas temperaturas de
58°C para os primers dos receptores de guanilato ciclase A e C (GC-A e GC-
C), para o receptor de fator natriurético C (NPR3) e para b-actina. Para o
primer do receptor de guanilato ciclase B (GC-B) utilizamos a temperatura de
anelamento de 62°C. Em seguida, foi programada uma extensao dos produtos
por 1 minuto a 72°C. Ao término destes 35 ciclos foi executada uma extenséo
final por 10 minutos a 72°C. Na TABELA 01, mostramos a sequéncia dos

primers utilizados.
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A presenca ou ndo dos produtos acima descritos foi realizado a partir da
fotodocumentacdo das bandas eletroforéticas de géis de agarose (1,2%),
corados com brometo de etidio. Os géis foram fotodocumentados pelo
equipamento Gel Doc EQ System (Biorad-USA) utilizando o software (Quantity

one Basic Software — Biorad, USA).
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3.5. Andlise Estatistica

Os dados de % do platd de contracdo induzidas por PE (1uM) e dos
niveis intracelulares de AMPc e GMPc (pmol/mg de proteina) foram expressos

como média * erro padrdo da média.

O logaritmo negativo das concentracdes necessarias para indugdo de
50% da resposta maxima (pD, = cologaritmo de ECsp) e seu respectivo
intervalo de confianca (IC 95%) foram calculados por regressao nao-linear com

auxilio do programa de computador GraphPad Prism 5.0.

As diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliados por
intermédio de andlise de variancia (ANOVA) seguindo do teste de Tukey-
Kramer com confianca de 95% (curva de relaxamento), assim como, para 0s
niveis de nucleotideos ciclicos, considerando também um nivel de confianca de

95%.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da UGN sobre o relaxamento de tiras de corpos cavernosos

humanos

Em experimentos iniciais, foram realizadas curvas concentragao-
resposta induzidas por uroguanilina (UGN) em tiras de corpos cavernosos
humanos pré-contraidas por fenilefrina 1uM. As respostas foram mensuradas
em relacdo ao percentual de contracdo evocada pela fenilefrina. Dessa forma,
UGN foi testada nas doses de 10pM a 300nM, cumulativamente. UGN relaxou
as tiras de corpos cavernosos humanos de maneira dose-dependente. E a
resposta relaxante maxima encontrada para a UGN, na concentracdo de
300nM, foi de 40,44 + 8,20% (* p < 0,05 vs controle), como mostrado na

FIGURA 08.

4.2. Efeito do ANP sobre o relaxamento de tiras de corpos cavernosos

humanos

Foram realizadas, de forma idéntica a anterior, curvas concentracao-
resposta para o Peptideo Natriurético Atrial (ANP), nas concentracdes de 10pM
a 30nM, de maneira cumulatva. Como mostrado na FIGURA 09, o ANP
também promoveu um relaxamento em tiras de corpos cavernosos humanos
pré-contraidas por fenilefrina 1uM. A resposta relaxante maxima encontrada
para o ANP, na concentracdo de 30nM, de 48,92 + 4,80% (* p < 0,05 vs

controle).



FIGURA 08: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN) nas concentracbes de

10pM a 30nM em tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com
fenilefrina 1uM. Os dados sdo expressos como média + erro padrédo da média
(n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina
1uM. *p< 0,05 vs. controle, ANOVA seguida de Teste de Tukey vs Controle

(veiculo).



FIGURA 09: Efeito relaxante do Peptideo Natriurético Atrial (ANP), nas

concentracdes de 10pM a 30nM, em tiras de corpos cavernosos humanos, pré-
contraidos com fenilefrina 1 pM. Os dados sdo expressos como média + erro
padrdo da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos
com fenilefrina 1uM. *p< 0,05 vs. controle, ANOVA seguida de Teste de Tukey
vs Controle (veiculo).



4.3. Efeito da enterotoxina termoestavel e Escherichia oli (STa) sobre o

relaxamento de tiras de corpos cavernosos humanos

Em outro grupo de experimentos, utilizamos outro agonista de GC-C, a
enterotoxina termoestavel de Escherichia coli (STa). Foram realizadas curvas
concentracao-resposta em tiras de corpos cavernosos humanos pré-contraidos
por fenilefrina 1uM. STa foi testada nas seguintes concentragcbes: 0,1pM a
1uM, de maneira cumulativa. STa também promoveu o relaxamento nas tiras
de corpos cavernosos humanos, com uma resposta relaxante maxima, na

concentracao de 1uM, de 45,03 £ 7,50% (* p < 0,05 vs controle), como

mostrado na FIGURA 10.

4.4, Efeito da UGN versus ANP sobre o relaxamento de tiras de corpos

cavernosos humanos

Realizados os protocolos semelhantes aos anteriores, observamos que
UGN e ANP, de modo bastante semelhante, apresentaram efeito relaxante na
musculatura lisa cavernosa, diferindo, entretanto, na magnitude de seus
relaxamentos maximos, que foram de: 40,44 + 8,20% (* p < 0,05 vs controle) e
48,92 + 4.80% (* p < 0,05 vs controle). Quando comparamos as concentracoes
maximas utilizadas em comum para ANP e UGN, a de 30nM, elas mostraram-

se estatisticamente nado significantes (p > 0,05), resultados estes mostrados na

FIGURA 11.
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FIGURA 10: Efeito relaxante do enterotoxina termoestavel de Escherichia coli

(STa) em tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1
MM. Os dados sS40 expressos como meédia = erro padrao da média (n=4) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p<

0,05 vs. controle , ANOVA seguida de Teste de Tukey vs Controle (veiculo).



FIGURA 11: Efeito relaxante da uroguanilina versus Peptideo Natriurético Atrial

em tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM.
Os dados sédo expressos como média + erro padrdo da média (n=4) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. NS
(n&o significativos) entre UGN e ANP p > 0,05, ANOVA seguida de Teste de
Tukey.
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4.5. Avaliacdo do efeito de inibidores da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no

efeito relaxante da UGN em corpos cavernosos humanos.

A resposta relaxante maxima da uroguanilina em tiras de corpos
cavernosos humanos foi de 55,0 = 7,5% (* p < 0,05 vs controle). A FIGURA 12
mostra o efeito de um inibidor da Oxido Nitrico Sintase (NOS), L-NAME, na
concentracdo de 100uM. A resposta maxima relaxante foi de 52,6 £ 5,7%,

mostrando uma auséncia significativa de efeito (p > 0,05 vs UGN).

Enquanto que a FIGURA 13 mostra a resposta relaxante maxima em
tiras de corpos cavernosos humanos previamente incubados com um inibidor
da isoforma neuronal da Oxido Nitrico Sintase (NOSn). A resposta relaxante
méaxima foi de 46,12 + 3,20% , também ndo demonstrando um efeito

significativo (p> 0,05 vs UGN).
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FIGURA 12: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN) quando pré-incubado com
L-NAME, um inibidor da Oxido Nitrico Sintase (NOS)-100uM, em tiras de
corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina JuM. Os dados
sdo expressos como média + erro padrdo da média (n=4) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p< 0,05 vs. controle,
ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo).
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FIGURA 13: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN) quando pré-incubado com
um inibidor da Isoforma Neuronal da Oxido Nitrico Sintase, 7-NI 100uM, em
tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os
dados sao expressos como média + erro padrdo da média (n=4) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p <
0,05 vs. controle, ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo).
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4.6. Avaliacdo da participacao da via GCs no efeito relaxante em corpo

cavernoso de humanos através da UGN.

A resposta relaxante méxima da uroguanilina em tiras de corpos

cavernosos humanos, na concentracao de 3uM, foi de 61,22 + 6,00% (* p <

0,05 vs controle). Quando os tecidos foram pré-incubados com ODQ 10uM, um
inibidor da GCs, a resposta relaxante da UGN foi reduzida a 31,36 + 12,86% (p

> 0,05 vs UGN), entretanto, esses valores ndo se apresentaram

estatisticamente significantes, como mostrado na FIGURA 14.

4.7. Avaliacdo do blogqueio de GCm na resposta relaxante da UGN em

corpo cavernoso de humanos.

A FIGURA 15 mostra o efeito da UGN versus um inibidor inespecifico de
guanilato ciclase de membrana, a Isatina, na concentracdo de 10uM,
adicionado 30 minutos antes das curvas doses-resposta a UGN. Sendo a

resposta relaxante méxima reduzida a 19,98 + 17,00% (* p < 0,05 vs controle),

mostrando um bloqueio de aproximadamente 50%, quando comparada a UGN.
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FIGURA 14: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN) quando pré-incubado com

um inibidor de guanilato ciclase soluvel, ODQ 10uM, em tiras de corpos
cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os dados séo
expressos como meédia + erro padrdao da média (n=6) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p< 0,05 vs. controle,

ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo).
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FIGURA 15: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN), quando pré-incubado com

um inibidor inespecifico de guanilato ciclase de membrana, Isatina 10uM, em
tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os
dados sao expressos como média + erro padrdao da média (n=6) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p <
0,05 vs. controle e *#p < 0,05 vs. UGN+isatina, ANOVA seguida de Teste de

Tukey vs controle (veiculo e UGN).
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4.8. Avaliacdo do bloqueio de GCm no efeito relaxante em corpo

cavernoso de humanos através de ANP e STa.

A FIGURA 16 mostra o efeito da enterotoxina termoestavel de E.coli
(STa) em tiras de corpos cavernosos humanos na presenca de um inibidor
inespecifico de guanilato ciclase de membrana, a isatina 10uM. A resposta
relaxante maxima de STa foi de 45,03 = 7,56% (*p < 0,05 vs controle). E
guando pré-incubado, por 30 minutos, com isatina, a resposta relaxante
méaxima de STa+isatina foi de 24,68 = 3,11% ¢*p < 0,05 vs STa), mostrando

um bloqueio de aproximadamente 60%, quando comparado com STa.

Por outro lado, a FIGURA 17 mostra o efeito do Peptideo Natriurético
Atrial (ANP) em tiras de corpos cavernosos humanos, também na presenca de
um inibidor inespecifico de guanilato ciclase de membrana, a isatina 10uM. A
resposta relaxante maxima de ANP foi de 48,92 + 4,81%(*p < 0,05 vs controle).
E quando pré-incubado, por 30 minutos, com isatina, a resposta relaxante
maxima de ANP+isatina foi de 25,53 + 5,04 % @#*p < 0,05 vs ANP), exibindo

um bloqueio de aproximadamente 50% quando comparado ao ANP.
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FIGURA 16: Efeito relaxante da enterotoxina termoestavel de E.coli (STa)
guando pré-incubado com um inibidor inespecifico de guanilato ciclase de
membrana, isatina 10uM, em tiras de corpos cavernosos humanos, pré-
contraidos com fenilefrina 1uM. Os dados s80 expressos como média = erro
padrdo da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos
com fenilefrina 1uM. *p< 0,05 vs controle e *#p < 0,05 vs STa+isatina, ANOVA

seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo e STA).



FIGURA 17: Efeito relaxante do Peptideo Natriurético Atrial (ANP) quando pré-

incubado com um inibidor inespecifico de guanilato ciclase de membrana,
isatina 10uM, em tiras de corpos cavernosos humanos, pé-contraidos com
fenilefrina 1uM. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina
1uM. *p< 0,05 vs. controle e *#p < 0,05 vs. ANP+isatina, ANOVA seguida de

Teste de Tukey vs controle (veiculo e ANP).

78



4.9. Efeito de bloqueadores de canais de potassio no efeito relaxante da

UGN em corpo cavernoso humano.

A resposta relaxante maxima da uroguanilina em tiras de corpos
cavernosos humanos foi de 61,22 + 6,00% (* p < 0,05 vs controle). A FIGURA
18 mostra o efeito da uroguanilina quando pré-incubado, durante 30 minutos,
com um bloqueador de canais de K" ativados por ATP, a glibenclamida, na
concentracdo de 100uM, sendo a resposta relaxante méxima diminuida a 47,07
+ 8,2% (p > 0,05 vs UGN), ndo apresentando um efeito significativo. E mais
abaixo, a FIGURA 19 mostra o efeito da UGN sobre canais de K" ativados por
Ca®" de alta, média e de baixa conduntancia, utiizando para isso, uma
associacao de blogueadores, Iberotoxina 1uM + Apamina 0,1uM. O percentual
de relaxamento maximo antes e ap0s a incubacdo com os bloqueadores
anteriormente mencionados foram de 50,22 + 6,58% (* p < 0,05 vs controle) e
38,15 * 4,63%, respectivamente. Esse resultado mostrou-se nao significativo (p

> 0,05 vs UGN).
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FIGURA 18: Efeito relaxante da uroguanilina (UGN) quando pré-incubado com

um bloqueador de canais de K’ ativados por ATP, glibenclamida - 100uM, em
tiras de corpos cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p<
0,05 vs. controle, ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo).



FIGURA 19: Efeito relaxante da uoguanilina(UGN) quando pré-incubado com

um blogueador de anais de K" ativados por Ca™ de alta, média e de baixa

conduntancia — Iberotoxina 1puM + Apamina 0,1puM, em tiras de corpos
cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os dados sé&o
expressos como média + erro padrdo da média (n=6) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p< 0,05 vs. controle,

ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo).
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4.10. Efeito do bloqueio de PDE 5 no efeito relaxante da UGN em corpos

cavernosos humanos.

A resposta relaxante maxima da UGN em tiras de corpos cavernosos
humanos foi de 55,0 + 7,5% (* p < 0,05 vs controle). A FIGURA 20 mostra o
efeito da Vardenafila, um inibidor seletivo de fosfodiesterase 5 (PDE 5, na

concentracao de 0,1uM, sendo a resposta relaxante maxima de 98,6 + 1,4% (*

p < 0,05 vs controle).



FIGURA 20: Efeito relaxante da uoguanilina(UGN) quando pré-incubado com

um inibidor de fosfodiesterase 5, vardenafila-0,1uM, em tiras de corpos
cavernosos humanos, pré-contraidos com fenilefrina 1uM. Os dados séo
expressos como meédia + erro padrdo da média (n=4) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 1uM. *p < 0,05 vs. controle
e #* p < 0,05 vs. UGN, ANOVA seguida de Teste de Tukey vs controle (veiculo
e UGN).



4.11. Mensuracdo dos niveis de AMPc e GMPc em tiras de corpos

cavernosos humanos expostos a ANP e UGN.

4.11.1. GMPc

A FIGURA 21 mostra os resultados referentes as dosagens do
nucleotideo monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), previamente incubados
com inibidor de PDE 5, em amostras de corpos cavernosos humanos. Niveis
de GMPc estdo expressos em pmol de GMPc/mg de proteina, sendo os valores
encontrados: 9,72 + 1,36 pmol/mg de proteina, 69,95 + 5,72 pmol/mg de
proteina e 59,97 + 9,35 pmol/mg de proteina de proteina para 0S Nnossos

controles basais, UGN e ANP, respectivamente.

4.11.2. AMPc

A FIGURA 22 mostra os resultados referentes as dosagens do
nucleotideo monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) em amostras de corpos
cavernosos humanos. Niveis de AMPc estdo expressos em pmol de AMPc/mg
de proteina, sendo os valores encontrados: 279,97 = 41,32 pmol/mg de
proteina, 322,93 = 32,35 pmol/mg de proteina e 309,38 + 66,52 pmol/mg de

proteina, para os controles basais, UGN e ANP, respectivamente.



FIGURA 21: Medida de GMPc em tiras de corpos cavernosos humanos
exposto a salina (controle), UGN (10mM) e ANP (1nmM). * p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 vs. controle, ANOVA seguido de Tukey (n=4 em duplicata). Os
niveis de GMPc sédo expressos como média = SEM.



FIGURA 22: Medida de AMPc em tiras de corpos cavernosos humanos exposto
a salina (controle), UGN (10mM) e ANP (1nM). Os niveis de AMPc sao
expressos como média + SEM p>0,05 vs. controle, ANOVA seguido de Tukey

(n=4 em duplicata).



4.12. Expressao de receptores de membrana para peptideos (GC-A, GC-B,

GC-C e NPR-C) em corpos cavernosos humanos.

4.12.1. GC-A

A FIGURA 23 é representativa de resultados referentes a expresséo de
receptores de membrana do tipo guanilato ciclase A (GC-A), através de
técnicas de RT-PCR. Esse receptor tem como agonista preferencial o Peptideo
Natriurético Atrial (ANP), o qual, utiizamos como controle nos nossos
experimentos in vitro. S8o mostrados os resultados referentes a 8 amostras de
corpos cavernosos humanos, estando a isoforma GC-A expressa em todos as
amostras do tecido estudado e em seguida a expressao dos controles positivos

duodeno e aorta de humanos, respectivamente.

4.12.2. GC-B

A FIGURA 24 é representativa de resultados referentes a expresséo de
receptores de membrana do tipo guanilato ciclase B (GC-B), através de
técnicas de RT-PCR e visualizacao atravées de Gel de Agarose. Esse receptor
tem como ligante o Peptideo Natriurético Atrial (ANP) e o Peptideo Natriurético
Cerebral (CNP), tendo este ultimo maior afinidade pelo receptor em questéo.
Em seguida sao mostrados os resultados referentes a 8 amostras de corpos
cavernosos humanos, estando a isoforma GC-B expressa em todos as
amostras do tecido estudado, e logo em seguida, a expressao dos controles

positivos em duodeno e aorta de humanos, respectivamente.
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FIGURA 23: Analise de RT-PCR da Isoforma Guanilato ciclase A (GC-A) em
amostras de corpos cavernosos humanos. Amostras de 1 a 8 referentes as
amostras testadas. Numero 9 o controle negativo, seguidos dos controles

positivos e amostras 10 e 11, de GC-A em duodeno e aorta de humanos,

respectivamente.
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FIGURA 24: Analise de RT-PCR da Isoforma Guanilato ciclase B (GC-B) em
amostras de corpos cavernosos humanos. Amostras de 1 a 8 referentes as
amostras testadas. Numero 9 o controle negativo, seguidos dos controles
positivos e amostras 10 e 11, de GC-B em duodeno e aorta de humanos,

respectivamente.



4.12.3. GC-C

A FIGURA 25 é representativa de resultados referentes a expressao
de receptores de membrana do tipo guanilato ciclase C (GC-C), que € o
receptor preferencial para a ligacdo dos agonistas enterotoxina termoestavel de
E. coli (STa) e de Uroguanilina (UGN). Essa expressao foi conseguida através
de técnicas de RT-PCR e visualizacdo através de Gel de Agarose. Sao
mostrados o0s resultados referentes a 8 amostras de corpos cavernosos
humanos, onde a isoforma GC-C nao foi encontrada expressa em nenhuma
das 8 amostras analisadas. Em seguida, podemos visualizar a expressao do

controle positivo duodeno de humanos.



Corpos Cavernosos Humanos

FIGURA 25: Analise de RT-PCR da Isoforma Guanilato ciclase C (GC-C) em
amostras de corpos cavernosos humanos. Amostras de 1 a 8 referentes as
amostras testadas. A amostra nimero 9 o controle negativo, seguido do

controle positivo 10 em duodeno humano.
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4.12.4. NPR-C

A figura de nimero 26, mostra os resultados referentes a expressao de
receptores de membrana do tipo NPR-C, que é o receptor para a ligacdo de
todos os Peptideos Natriuréticos, incluindo ai o grupo das Atriopeptinas e as
Guanilinas. Essa expressao foi conseguida através de técnicas de RT-PCR e
visualizacdo através de Gel de Agarose. Sdo mostrados o0s resultados
referentes a 8 amostras de corpos cavernosos humanos, onde a isoforma
NPR-C encontrou-se expressa em todas amostras analisadas. Em seguida,

podemos visualizar a expressao do controle positivo duodeno de humanos.
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FIGURA 26: Andlise de RT-PCR de Isoforma de Receptor para Peptideo Natriurético
(NPR-C) em corpos cavernosos humanos (amostras 1 a 8), em seguida, a amostra 9
que representa o controle negativo, seguido do controle positivo de NPR-C em aorta

e duodeno de humanos.
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5. DISCUSSAO

Esse trabalho mostra o relaxamento de tiras de corpos cavernosos
humanos através da uroguanilina, STa e ANP, de maneira concentracao-
dependente e reversivel. Tratando-se da primeira demonstracdo de um efeito
da UGN no musculo liso. Esse efeito € bastante relevante, devido ao fato da
musculatura lisa cavernosa ter um importante papel no controle da erecao
peniana. Os provaveis mecanismos, pelos quais esses peptideos promoveram

esses relaxamentos, serdo discutidos.

A magnitude dos efeitos relaxantes (40 — 60%) observados para ANP,
UGN e STa foram semelhantes aos obtidos para CNP em corpos cavernosos

humanos (Kuthe et al., 2003).

Trabalhos anteriores haviam demonstrado relaxamento de tiras de
corpos cavernosos de ratos, coelhos e humanos para o peptideo natriurético do
tipo C (Kim et al., 1998; Kithe et al., 2003). No entanto, o trabalho de Kiithe e
colaboradores (2003), realizado em corpos cavernosos humanos, utilizou
tecido obtido de pacientes que fizeram implante de prétese peniana, portanto,
com provavel dano estrutural e vascular ou ainda de pacientes que fizeram
cirurgia transexual com provavel alteracdo induzida pelo uso de hormdnios

estrogénicos, de relevancia questionavel para estudos fisiofarmacolégicos.

As descobertas relatadas resse estudo, utilizando corpos cavernosos

obtidos de doadores cadaveres jovens e sem fator histérico de fator de risco
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cardiovascular, coloca os receptores de membrana como via sinalizadora
importante para o desenvolvimento de drogas para tratamento da disfungéo

erétil em associacao com inibidores de PDE 5.

Caracterizado esse efeito inicial, do efeito relaxante dos peptideos UGN,
ANP e STa, resolvemos posteriormente investigar a possibilidade de esse

efeito estar associado a um “cross-talk” com a guanilato ciclase soluvel.

Para tanto, inicialmente, verificamos a possibilidade da participacdo da
via NO-GMPc, uma vez que o NO, age como neurotransmissor pés-ganglionar
da erecdo peniana mediada por mecanismo nao adrenérgico e nao colinérgico-
NANC e por se constituir um importante mediador vasoativo liberado através do
endotélio (Buga et al., 1992). Nesse sentido, avaliamos a participacdo desta
importante via de sinalizacdo para a funcao erétil (Burnett et al., 1992), através
do uso dos farmacos L-NAME e 7-NI, inibidores inespecificos da NOS
endotelial e da NOS neuronal. O efeito relaxante da UGN néo foi alterado nem
por L-NAME (FIGURA 12), tampouco, por 7-NI (FIGURA 13). Portanto, o
relaxamento evocado por UGN, em tiras de corpos cavernosos humanos,
mostrou-se independente da liberacdo de NO, tanto de fonte endotelial quanto
neuronal. N&o existindo, portanto, um “cross-talk” significativo entre essas vias.
Pelo menos, quando o estimulo inicial se da através da ativacdo da guanilato

ciclase de membrana.

O passo posterior foi tentar descartar definitivamente a possibilidade da

guanilato ciclase solavel estar envolvida, de alguma maneira, no efeito



relaxante da UGN. Para tanto, utilizamos o ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazola [4,3-
aJquinoxalin-1ona), um inibidor especifico do grupo heme das GCs, que tem
sido utilizado para demonstracdo da participacdo de GCs em varios processos
fisioldégicos, como por exemplo, o relaxamento de corpos cavernosos humanos

(Teixeira et al., 1998a; Teixeira et al., 2001).

Reforcando nossos dados anteriores e descartando por vez a
participacdo do NO e de seu efetor GCs, nossos dados mostram que ODQ néao
apresenta um bloqueio significativo no relaxamento produzido por UGN em
tiras de corpo cavernoso humano pré-contraidas por fenilefrina (FIGURA 14).
Esses achados estdo de acordo com os trabalhos de Vente (Vente et al.,
2007), que demonstraram que os efeitos de ANP e BNP apés ligacdo a
receptores GC-A ndo foram afetados quando os tecidos foram previamente
incubados com ODQ. Mostrando que o efeito relaxante, provavelmente, estaria
relacionado com a ligacéo direta de peptideos natriuréticos com o seu receptor
encontrado na membrana. Entretanto, nossos achados, demonstram também
uma forte tendéncia ao bloqueio desse efeito relaxante da UGN pelo ODQ.
Com isso, podemos inferir, caso esse dado se confirme com o aumento do
namero de experimentos, que o ODQ pode inclusive estar exercendo seu efeito
através de uma bloqueio de GCm, uma vez que a UGN ndo atravessa a
membrana para ativar a GCs. Dessa forma, UGN atua através de um

mecanismo independente da via NO/GC/GMPc
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Nesse sentido, o proximo passo seria 0 de avaliar a possivel
participacdo da UGN através de receptores guanilato ciclase de membrana no

efeito relaxante em CCH.

Para tanto, avaliamos a participagdo da GC de membrana no
efeito relaxante de CCH, através da isatina (2,3-dioxoindol), anico composto
ndo-peptideo enddgeno que age como antagonista do sistema de peptideos
natriuréticos, inibindo inespecificamente as GC de membrana (Medvedev et al.,

2002).

Verificamos entdo que a isatina inibiu a resposta relaxante de CCH
induzidas por UGN (FIGURA 15). Com essa informacdo, podemos entdo
sugerir que a resposta relaxante da UGN em CCH pode estar relacionada com
a ligacdo desse peptideo diretamente ao seu receptor de membrana, ou a um
receptor alternativo com atividade guanilato ciclase como sugerido por Sindic et
al., 2002 e Carrithers et al., 2004. Entretanto, poderiamos ter realizado uma
curva concentracao-resposta para o isatina, com o intuito de encontrar uma
concentracao efetiva para o blogueio nas preparacdes que utilizamos. Devido
ao escasso numero de doacdes de tecidos, este procedimento ficaria
impraticavel, mas resolvemos pesquisar essa concentragcdo em trabalhos que
utilizaram esse inibidor. Com isso, identificamos a concentacéo encontrada por
Medvedev para bloquear o efeito do ANP, BNP e CNP, bloqueando GC-B, em
membranas de coracdo de rato (Medvedev et al., 1999) e também em GC-A

em cérebro de ratos (Medvedev et al., 1999).



Com o intuito de melhor caracterizar o efeito inibidor de GC de
membrana, através da isatina, realizamos um outro grupo de experimentos,
contemplando um bloqueio idéntico ao anterior, dessa vez, utilizando um
agonista de GC-A e outro agonista de GC-C, ANP e STa, respectivamente
(FIGURAS 16 e 17). Os resultados encontrados corroboram com os
encontrados anteriormente. Assim, a isatina bloqueou todos os agonistas de
GC de membrana estudados. Dessa forma, além dos trabalhos ja citados e
adicionados aos nossos achados no tocante a todos os agonistas de GC de
membrana utilizados por nds, juntos eles refletem que a via de sinalizacdo
desses peptideos esta, muito provavelmente, relacionada a ligacdo desses
peptideos a receptores de membrana, via guanilato ciclase, mas n&o
necessariamente ao receptor GC-C. Esta seria, se confirmada, a primeira
demonstracdo de bloqueio, apesar de parcial, de receptor GC-C por isatina,
tendo sido previamente demonstrado bloqueio de receptores GC-A e GC-B

(Medvedev et al., 1999).

Neste sentido, h& varias evidéncias recentes, apontando os efeitos da
UGN de maneira GC-C independente como, por exemplo, demonstrando o
efeito natriurético com concomitante aumento de GMPc pela UGN em
camundongos knockout para GC-C (Carrihers et al., 2004). Assim como em
trabalhos demonstrando um efeito da UGN independente de GC-C envolvido
na regulacdo do transporte de agua e eletrolitos em ductos coletores corticais

de ratos (Sindic et al., 2005).



Além do mais, um outro importante aspecto € a de que o isatina bloqueia
ndo apenas GC de membrana, mas também isoforma sollvel, conforme
demonstrado por Medvedev e colaboradores em estudos com plaquetas
humanas (Medvedev et al, 2001). No entanto, como apresentado
anteriormente, o efeito da UGN ndo esta relacionado a ativacdo NO-
dependente da GCs. Portanto, esses achados com a isatina devem estar

realmente relacionados a sua atividade bloqueadora de GCm.

Dessa forma, faz-se necessério avaliar outras vias para explicar esses
efeitos relaxantes encontrados, podendo estar relacionados aos canais de
potassio, pois mediante acao hiperpolarizante, varios subtipos desses canais
regulam o movimento intracelular de célcio, modulando assim, o grau de
contracdo e relaxamento da musculatura lisa vascular (/enkaterswarlu et al.,

2002).

Nesse sentido, avaliamos a possibilidade da participacdo de alguns
canais de K" no efeito relaxante da UGN, através da utilizacdo da associagdo
iberiotoxina/apamina e também da glibenclamida, bloqueadores de canais de
K* ativados por Ca*" de alta, média e de baixa condutancia e canais de K*

ativados por ATP, respectivamente.
Primeiramente, levamos em consideracdo os achados de Amorim que

em tdbulos de ratos microperfundidos por uroguanilina, aumentando a

secrecdo de potassio, mas que foi conseguido o bloqueio desses efeitos
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através da iberiotoxina e que, portanto, parece ser dependente de canais de
potéssio, voltagem dependente, do tipo célcio sensivel chamado de maxi-K
(Amorim et al., 2006). Entretanto, em nossa pesquisa, o relaxamento induzido
por UGN nédo foi afetado, de forma significativa, pela associacéo
iberiotoxina/apamina (FIGURA 19), nostrando que os canais de potassio do
tipo calcio sensivel estudados parecem néo ter relagcdo com a regulacdo de

tonus da musculatura lisa peniana.

Além do mais, glibenclamida um blogqueador misto de canais de potassio
ATP-dependente e de canais de cloreto do tipo CFTR, ndo altera o
relaxamento induzido por UGN. Este efeito, portanto, pareceu nao estar

relacionado com a atividade destes canais.

Considerando a importancia da regulacdo do tbnus de células
musculares lisas através da atividade do canal de K* tipo Kir (inward rectifier’)
0S quais ativados via receptores NPR-C, promovendo hiperpolarizacdo e
consequente relaxamento (Ahluwaia e Hobbs, 2005), existe a alternativa do
efeito da UGN acontecer por ativacdo do receptor NPR-C, com subsequente
ativacdo de canal de K" do tipo Kir. Nesse sentido, seria necessaria a utilizacéo
de outros bloqueadores como, por exemplo, tetraetilaménio e Ba*, para
testarmos esta hipétese. Outra abordagem seria a utilizacdo de bloqueador de
NPR-C, M372049, (Veale et al., 2000) para efetivamente avaliarmos o papel do
receptor NPR-C nos fenbmenos aqui descritos. Além do mais, o receptor NPR-

C é o mais abundante dos receptores para peptideos natriuréticos,
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correspondendo a 94 % dos receptores em células endoteliais sendo, portanto,

um alvo importante para estes ligantes (Anand-Srivastava, 2005).

Por outro lado, levando em consideracao que a funcdo de GMPc como
mediador do relaxamento de musculo liso cavernoso é muito bem
caracterizada (Andersson, 2001) e que a reducao da sua degradacédo, através
de um inibidor de PDE (Priviero et al., 2007), é bastante efetiva para facilitacdo
de respostas eréteis, testamos a hipétese de que um inibidor de PDE poderia
aumentar o efeito relaxante da UGN, caso a via de sinalizacdo fosse através de

GC de membrana.

Nesse sentido, realizamos um grupo experimental com um inibidor de
PDE 5, vardenafila, para avaliarmos essa possivel potencializacdo do efeito
relaxante da UGN em CCH. Nessa dire¢cdo, encontramos um consideravel
aumento na resposta maxima de relaxamento pela UGN quando incubado com
vardenafila (FIGURA 20), demonstrando que o efeito da UGN estaria
relacionado com a via das GC de membrana, uma vez que um inibidor da
degradacdo de GMPc foi utilizado para o aumento da resposta, portanto, esse
segundo mensageiro provavelmente esta sendo produzido apos ligacdo UGN a

seu receptor.

Resolvemos quantificar a possivel elevacao dos niveis de GMPc, assim
como de AMPc, como forma de se obter um dado funcional importante
relacionado a ligacdo dos peptideos estudados com seus receptores, uma vez

que trabalhos recentes mostram a importancia desses nucleotideos ciclicos na
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regulacdo do tbnus erétil e, que ainda existe um “cross-talk” entre esses

mediadores (Uckert et al, 2004).

A exposicéo de corpos cavernosos humanos a UGN e ANP, ndo alterou
significativamente os niveis de AMPc (FIGURA 22) em relagdo ao controle

basal.

Por outro lado, os niveis de GMPc foram praticamente triplicados
(FIGURA 23) quando expostos a UGN e ANP em relacdo aos niveis basais.
Este dado vem a relacionar dois importantes pontos que sao: aumento de
GMPc pela ligacdo desses peptideos a receptores de membrana acoplados a
guanitalo ciclase, bem como, aimportancia dessa via para o tratamento da
disfuncdo erétil masculina através da elevacédo desse segundo mensageiro. A
elevacéao intracelular deste nucleotideo promove uma cascata de transducao
de sinais que desencadeia diversos efeitos celulares, como por exemplo,
relaxamento de células musculares lisas, provando que a via guanilato ciclase
parece definitivamente estar sendo recrutada para exercer os efeitos relaxantes
da musculatura lisa de corpos cavernosos evocadas por UGN e ANP,

agonistas preferenciais de GC-C e GC-A, respectivamente.

Dessa forma, a expressdo desses receptores de membrana se fez
necessaria para melhor relacionar os achados funcionais com efeitos
relacionados aos receptores de membrana estudados. Nesse sentido,
avaliamos a expressdo de GC-A, GC-B, GC-C e NPR-C em CCH através de

método qualitativo.
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Todos os receptores foram expressos em CCH, excetuando-se a
isoforma GC-C. Logo, todos os efeitos da UGN avaliados até aqui podem ser
por uma via diferente de GC-C, como proposto por trabalhos anteriormente
mencionados responsaveis pelos efeitos da GN e UGN na natriurese em
camundongos “Knockout” para GC-C (Carrithers et al., 2004), assim como, em
trabalhos mostrando um efeito independente de GC-C envolvido na regulagéao
do transporte de agua e eletrélitos em ductos coletores corticais de ratos
(Sindic et al., 2005). Entretanto, existe a possibilidade da isoforma GC-C ter
uma baixa taxa de expressao nos tecidos estudados, necessitando, portanto,
de um método com maior capacidade de deteccdo, como por exemplo, “real

time RT-PCR”.

Outro importante ponto do nosso estudo € a comparacao das poténcias
relativas aos peptideos natriuréticos estudados, ja que, o CNP, em trabalhos
com corpos cavernosos humanos (Kithe et al.,, 2003) mostrouse menos

potente em seu efeito relaxante, tanto em relacdo ao ANP, quanto a UGN.

Além do mais, neste estudo de Kithe, o CNP revelouse menos
eficiente também na elevacdo dos niveis intracelulares de GMPc, quando
comparados com ANP, apesar do ANP nao ter produzido efeito relaxante
significativo e estes autores nao terem evidenciado a expressédo do receptor

GC-A.
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No entanto, 0s corpos cavernosos humanos no trabalho de Kithe e
colaboradores (2003) foram obtidos de dois pacientes que fizeram implante de
prétese peniana e quatro que fizeram cirurgia para mudanca de sexo. Estes
tecidos, portanto, ndo refletem nem uma expresséao fisiolégica plena destes
receptores e nem uma funcao normal destas vias devido ao uso de hormoénios
exdgenos por um grupo e a medicamentos e disfuncdo endotelial e nitrérgica

em outro.

Nossos doadores eram na sua grande maioria jovens que tiveram morte
por traumatismo cranio-encefélico (TCE) e que nao tinham histérico de fatores
de risco cardiovascular, tendo, portanto, a resposta obtida nestes tecidos uma

maior relevancia fisiolégica.

A pergunta que devemos responder €: como a UGN aumenta GMPc se
o receptor ao qual UGN tem maior afinidade (GC-C) ndo esta expresso? Uma
alternativa é que exista certa “promiscuidade” de ligacao dos agonistas entre os
receptores para peptideos natriuréticos. Esta hip6tese € sustentada por dados
de duas naturezas. Primeiramente, GN e UGN sao responsaveis pelo
transducdo do sinal quimiosensorial em epitélio olfatério através da ligacédo a
receptores GC-D (Leinders-Zufall et al., 2007; Duda e Sharma, 2007). Dessa
forma, poderia ainda a UGN ter exercido seus efeitos em corpos cavenosos
humanos ao ligar-se a outra isoforma de GCm. Em segundo lugar, a interacéo
antagOnica entre peptideos natriuréticos foi demonstrada por Santos-Neto e
colaboradores (2003). O antagonismo entre ANP e o UGN mostrado pode

refletir competicdo pelo mesmo alvo, ndo necessariamente aos receptores aos
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guais estes peptideos tem maior afinidade. Neste sentido, na auséncia de GC-
A, ANP pode ligar-se em GC-B e na auséncia de GC-C, UGN pode,
teoricamente, ligar em GC-A ou GC-B. Assim, Kithe et al. (2003)
demonstraram um aumento de GMPc, através da ANP, em tecidos que nao
expressavam GC-A, Carrithers et al. (2004) demonstraram efeito diurético e
natriurético com aumento comcomitante de GMPc em animais “Knockout” para
GC-C e Sindic et al. (2002) demonstraram hiperpolarizagéo induzida por UGN

com aumento de GMPc de maneira GC-C independente.

Esta hiperpolarizagdo demonstrada por Sindic e colaboradores (2002) de
modo GC-C independente, pode inclusive explicar nossos dados em relacédo ao
relaxamento de tiras de corpos cavernosos humanos pré-contraidos com
fenilefrina. No entanto, este mecanismo (via canais de potassio do tipo Kir) ndo

foi efetivamente testado no presente estudo.

As isoformas de guanilato ciclase de membrana podem se constituir em
importantes alvos para o tratamento da disfuncdo erétii masculina. Por
apresentar um relevante efeito relaxante de corpos cavernosos humanos,
assim como, promover elevacdo dos niveis de GMPc associado a esse efeito.
Essa pode se mostrar vantajosa, pois se sobrep0e a etapas importantes, como
a exemplo da liberacdo de NO, uma vez que pacientes acometidos de DE tem
normalmente algum grau de disfuncdo nitrérgica, podendo, dessa forma,
abranger um maior niumero de pacientes que nao respondem adequadamente

a terapéutica atualmente disponivel E possivel ainda, ser utilizada
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isoladamente ou em associacdo com drogas ja disponiveis, como inibidores de

PDEs, onde pudemos observar um sinergismo de efeitos.
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6. CONCLUSAO

UGN relaxou tiras de corpos cavernosos humanos através de um
mecanismo independente do NO, tanto por parte da NOS quanto da

guanilato ciclase solavel.

UGN, STa e ANP relaxaram tiras de corpos cavernosos humanos

através da ligacao aos receptores de membrana.

O efeito relaxante da UGN foi reforcado quando somado a um

inibidor de PDE 5.

UGN, STa e ANP nao elevaram os niveis de AMPc em CCH.

UGN, STa e ANP elevaram os niveis de GMPc em CCH.

Os receptores GC-A, GC-B e NPR-C encontraram-se expressos no

tecido erétil estudado.

UGN tem seu efeito relaxante em CCH independente de GC-C.

Os receptores de membrana acoplados a via guanilato ciclase

mostraram-se importantes alvos para o tratamento de disfuncao erétil

masculina.
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8. ANEXOS

ANEXO 01: FASEB J. 21: 571.7

Uroguanylin Relaxes Human Corpus
Cavernosum and is Potentiated by Vardenafil

Manassés Claudino Fonteles', Clauber Mota de Sousa’, Jodo Batista Gadelha de
Cerqueiraz, Francisco José Arnaud Batista?, Claudia Ferreira Santos’, Lucio Flavio
Gonzaga Silva® and Nilberto Robson Falc&o Nascimento®

! Biological Sciences, Mackenzie University, Rua da Consolacao, 896, Higienodpolis, Sdo Paulo,
01302-907, Brazil, * Superior Institute of Biomedicine, UECE, Av. Paranjana, 1700, ltaperi,
Fortaleza, 60740-000, Brazil.

ABSTRACT

Uroguanylin (UGN) is a peptide shown to stimulate membrane bound guanylate
cyclase receptors (GC) which has been identified in human corpora cavernosa
(HCC). This study tests whether UGN induces HCC relaxation and evaluate its
interaction with soluble GC. Strips of HCC were preconstricted with
phenylephrine (PHE) and concentration-response curves (107° to 10 M) to
human UGN were performed. In other experimental set tissues were treated
with 107 M vardenafil 10 min before PHE challenge. UGN effects were
evaluated after 10™*M L-NAME or ODQ and also compared with atrial natriuretic
peptide (ANP). UGN induced maximal relaxation of 55 + 7.5 % (PD, 7.4) when
used alone and 82.6 + 4.5% (PD, 14.1) (p<0.05) after vardenafil pre-treatment.
L-NAME or 7-NI were unable to change the maximal response or PD, values for
UGN. The maximalrelaxation after L-NAME was 52.6 + 5.8% and with 7-Nlwas
46.1 = 3.2%. ANP induced 52.6 + 5.8 % maximalrelaxation with PD, of 4.0. The
effects of eletrical field stimulation (40-50 V; 0.5 ms; 2 and 20 Hz) or ACh (10~
M) were not altered when tissues were incubated with UGN (107'M). UGN
induces HCC relaxation downstream to NO release from nerves or endothelium

and with similar profile to ANP. This study shows for the first time that UGN, a
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GC-C agonist, relaxes human corpus cavernosum and that vardenafil can
increase this effect, and may point out to new therapeutic targets to treat erectile

dysfunction.
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