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PREFACIO

“Todo hombre puede ser, si se lo propone, el escultor de su propio cerebro ”

Ramon y Cajal



Nada surge do acaso pois o trabalho prolifera em todos em intima reciprocidade.
Talvez possamos comparar esta jornada, pela Ciéncia, ao crescimento duma Crianca.
Depois de nascer e ganhar a forma de adulto ela vai para a Escola aprender a ler,
escrever, conhecer outras pessoas, ter novas experiéncias, criar novos Amigos,
exprimir criatividade e irreveréncia. Chega com naturalidade a adulto - no que se
encontra hoje — e mantém o mesmo querer em aprender, saber, trabalhar, partilhar.
N&o aceita o conformismo e com entusiasmo constréi projectos, enquanto modera 0s

sucessos e supera os insucessos. A ‘Escola’ moldou a Crianga e criou mudancas.

O desempenho da actividade hospitalar durante 20 anos, no campo da
Andrologia, deu-lhe a conhecer as angustias dos doentes com disfuncdo eréctil. O
aparecimento recente da farmacoterapia eficaz, com mecanismos de activagédo
diferentes, levou ao aumento na consulta externa de doentes “farmaco-resistentes”, de
tratamento complexo e com uma grande expectativa numa resposta terapéutica
satisfactoria. Entretanto, as profundas modifica¢cdes na fisiopatologia e abordagem da
disfungéo eréctil, levam-no a adquirir e a procurar consolidar os novos conhecimentos
nesta area da Medicina nas aguas limpidas das Ciéncias basicas. Procurou desta
forma, construir uma ponte entre a investigacao laboratorial e a actividade clinica, com
0 objectivo de melhorar a qualidade dos cuidados a dispensar aos Doentes. Neste
contexto e na perspectiva de manter a Unidade de Andrologia funcional, capaz de
responder a esta mudanga, criou uma nova consulta externa, multidisciplinar, de
“Disfungdes Sexuais”.

Em Maio de 2003 foi iniciada a “ ponte “ entre a actividade clinica e a
investigacao basica, alicercada entre o Servico de Urologia do HGSA e o Laboratério
de Farmacologia do ICBAS, com as primeiras experiéncias no tecido cavernoso

humano para estudo da modulag&o purinérgica.

Agora, se pode compreender que este trajecto na sua actividade profissional era

um imperativo mesmo sem esta dissertacéo de candidatura a Doutoramento.
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Resumo

O relaxamento do musculo liso trabecular € um passo fundamental na dindmica
da ereccdo. Os prostandides sdo um grupo de mediadores envolvidos em multiplos
processos bioldgicos, incluindo a regulacdo do ténus do mdusculo liso trabecular
humano e, como a accdo mediada por cada um deles depende directamente do seu
receptor na membrana celular, a caracterizacdo dos diferentes tipos de receptores-
prostanoides revela um grande interesse clinico.

Neste trabalho caracterizamos, em primeiro lugar, 0s receptores-prostandides
responsaveis pelas respostas contracteis e relaxantes induzidas pelos prostandides. A
administracdo de acido araquidonico (AA; 100 uM) produziu o relaxamento das
amostras de corpo cavernoso humano (CCH), o qual foi abolido pelo inibidor da
ciclooxigenase, indometacina, e potenciado pelo antagonista dos receptores do
tromboxano (R-TP), SQ29548. Este facto sugere a produgdo enddgena de
prostanoides a partir do AA, por accdo da ciclooxigenase, que promovem respostas
relaxantes e contracteis para a regulagdo do tonus do musculo liso do corpo
cavernoso humano.

Os receptores TP sdo responsaveis pelas respostas contracteis induzidas pelos
prostandides no CCH, pois o analogo do Tromboxano A, U46619, produziu uma
contraccao potente do CCH (ECs, 8.3+2.8 nM), sendo necessdrias concentracdes
muito elevadas de PGF,, (ECso 6460+3220 nM) e do agonista selectivo dos receptores
FP, fluprostenol, (ECs, 29540+14040 nM) para provocarem contracgdes apreciaveis do
CCH. Além disso, estas respostas contracteis foram inibidas pelo antagonista selectivo
dos receptores TP, SQ29548 (0.02 uM). Por outro lado, o agonista dos receptores EP;
| EP3, sulprostone, ndo produziu nenhuma contracgéo nas tiras de CCH.

Em relagdo aos receptores-prostandides responsaveis pelas respostas
relaxantes no CCH, apenas as prostaglandinas da série E (PGE1, PGE,) e 0 agonista-
selectivo dos receptores EP, / EP,, butaprost, produziram relaxamento consistente
destes tecidos (ECsp 93.2431.5; 16.3+3.8; 1820+1284 nM, respectivamente).

Podemos concluir que a producao endégena de prostandides pode regular o
ténus do musculo liso trabecular humano por intermédio de receptores-especificos da
membrana celular. Os receptores-TP medeiam a contrac¢do enquanto os receptores

EP, e / ou EP, medeiam as respostas de relaxamento.
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Este grupo de prostandides tem importancia clinica, pelo facto de um deles, a
PGE, (alprostadil) administrada por via intracavernosa, ser utilizada no tratamento da
disfuncéo eréctil. Ela tem a capacidade de promover uma erec¢ao satisfatoria em 60 a
70% dos doentes, mas a dose-eficaz a administrar a cada doente apresenta uma
enorme variabilidade, entre 0.5 e 20 ug, sendo necessario em alguns doentes
aumentar para 40 ug. Neste trabalho procuramos caracterizar, de maneira
individualizada, as respostas clinicas da PGE; ,individualmente, e relaciona-las com o
relaxamento induzido in vitro nas amostras de tecido cavernoso recolhido a esses
mesmos doentes. Verificamos a existéncia duma grande variabilidade nas respostas
do CCH apés a administracdo de PGE; tendo-se obtido valores muito diferentes de
ECso e do relaxamento maximo. Constatamos também que uma ma resposta clinica a
PGE; se relaciona in vitro com valores mais elevados de ECs, deste prostandide e com
um relaxamento maximo menor comparado com os doentes que tém uma resposta
clinica parcial ou completa. Estes dados sugerem-nos que a eficacia da PGE; esta
condicionada pela variabilidade da resposta relaxante do CCH a este prostandide.

O relaxamento do mdsculo liso trabecular humano n&o é mediado,
exclusivamente, pela via do AMPc mas também por outras vias como a do GMPc, a
qgual desempenha um papel muito importante. Assim, na perspectiva de aumentar a
eficacia clinica da PGE;, e na continuidade do trabalho antes desenvolvido no
laborat6rio, fomos avaliar a sua combinacdo com uma outra substancia, um dador de
oxido nitrico, capaz de activar a via do GMPc. Verificamos que o S-nitrosoglutatido
(SNO-Glu), um dador de 6xido nitrico do grupo dos S-nitrosotiois, produziu de forma
consistente o relaxamento completo do musculo liso trabecular, mesmo nas amostras
gue responderam mal a PGE; isolada. A combinacdo de PGE; + SNO-Glu, na
propor¢do molar de 1:100, produziu um relaxamento do CCH mais potente que
gualguer uma das moléculas usadas em separado. A combinac¢éo de PGE; + SNO-Glu
promove a activagdo das duas vias relaxantes fundamentais como se comprova pelo
aumento, simultaneo, dos niveis tecidulares de AMPc e de GMPc no CCH.
Observamos, além disso, a existéncia de sinergismo entre as duas moléculas, o que
confere a esta combinagdo uma maior eficacia no relaxamento do CCH.

Esta informacédo inovadora permite propér a combinagdo PGE; + SNO-Glu para
a terapéutica intracavernosa da disfuncao eréctil com possiveis vantagens clinicas, em

relagé@o, ao uso separado de cada uma delas.
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Summary

We have characterised the prostanoid receptors involved in the regulation of
human trabecular smooth muscle tone. Arachidonic acid induced relaxation of human
corpus cavernosum strips (HCC) that was blocked by the ciclooxygenase inhibitor,
indomethacin, and augmented by the thromboxane receptor (TP) antagonist,
SQ29548, suggesting that endogenous production of prostanoids regulates penile
smooth muscle tone. TP-receptors mediate contraction of HCC since the agonist of
these receptors, U46619, potently contracted HCC (ECso 8.3+2.8 nM) and the
contractions produced by prostaglandin F;, and the selective FP agonist, fluprostenol,
at high concentrations (ECs, 6460+3220 nM and 29540+14040 nM, respectively) were
inhibited by the selective TP-receptor antagonist, SQ29548 (0.02 uM). The EP,/ EP;
receptors-agonist, sulprostone, not produced any contraction in same strips of the
HCC.

EP-receptors are responsibles for prostanoid-induced relaxant effects in HCC
strips because only prostaglandin E; (PGE,), prostaglandin E, and the EP, / EP4
receptor agonist, butaprost, produced consistent relaxation of this tissue (ECxy
93.8+£31.5; 16.3+£3.8 and 1820+1284 nM, respectively).

In summary, endogenous production of prostanoids may regulate penile smooth
muscle contractility by way of specific receptors. TP-receptors mediate contraction in
HCC strips while the relaxant effects of prostanoids are mediated by EP, and / or EP,
receptors in HCC strips.

Many men with erectile dysfunction have been successfully treated with
intracavernosal injection of PGE; but this treatment is ineffective in 30 - 40% of
patients. One of the pitfalls of this therapy is the extreme variability of the dose
necessary to achieve erection, it ranges between 0,5 and 40 ug and the reasons are
not yet fully understood. We have characterised PGE;-induced relaxation of isolated
human penile smooth muscle correlating this response in vitro to the clinical response
to this drug. Large variability in the ECsq values and maximal relaxation induced by
PGE; was observed between tissues of different patients. The patients with poor
clinical response to intracavernosal alprostadil (PGE,) showed significantly larger ECsg
values and smaller maximal relaxation to this prostanoid compared to patients with
partial or complete clinical response to this drug. An additional goal of this work was to
evaluate the effects of the combination of PGE; with S-nitrosoglutathion (SNO-Glu) on
relaxation of isolated human penile smooth muscle. SNO-Glu consistently produced

complete or near complete relaxation of HCC trips, even when the tissues responded
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poorly to PGE;. The combination of PGE; + SNO-GIlu in a 1:100 molar ratio produced
relaxant responses in HCC which were significantly more potent than those elicited by
individual administration of the compounds. The analysis of these responses
demonstrated a synergistic effect of PGE1 and SNO-Glu to relax HCC strips. The
combination of PGE; + SNO-Glu simultaneously increased the levels of both cAMP
and cGMP in HCC tissue. Our results suggest that the clinical effectiveness of
intracavernosal administration of PGE; is related to the variability of the relaxation
responses of human trabecular tissue to this drug.

The synergistic interaction of PGE; and SNO-Glu makes this combination an
effective method to cause penile smooth muscle relaxation, a necessary step to initiate

and maintain penile erection
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Sommaire

Le relachement du muscle lisse trabéculaire est un pas fondamental dans la
dynamique de l'érection. Les prostanoides sont un groupe de médiateurs présents
dans de multiples processus biologiques, y compris la régulation du tonus du muscle
lisse trabéculaire humain et, comme I'action exercée par chacun d’entre eux dépend
directement de son récepteur dans la membrane cellulaire, la caractérisation des
différents types de récepteurs-prostanoides s’avére d’un grand intérét clinique.

Dans cette étude, nous caractérisons, tout d’abord, les récepteurs-prostanoides
responsables des réponses contractiles et relachantes, induites par les prostanoides.
L’ administration d’ acide arachidonique (AA; 100 uM) a provoqué le relachement des
échantillons de corps caverneux humain (CCH), lequel a été annulé par l'inhibiteur de
la cyclooxygénase, I'indométacine, et potentialisé par I'antagoniste des récepteurs du
thromboxane (R-TP), SQ29548. Ce fait suggere une production endogéne des
prostanoides a partir de AA, par action de la cyclooxygénase, lesquels déclenchent
des réponses contractiles et relachantes pour la régulation du tonus du muscle lisse du
corps caverneux humain.

Les récepteurs TP sont responsables des réponses contractiles induites par les
prostanoides dans le CCH car I'analogue du thromboxane Ao, U46619, a déclenché

une contraction puissante du CCH (ECgqg 8.3+2.8 nM), en effet, des concentrations
tres élevees de PGFy (ECgqg 64603220 nM) et de 'agoniste sélectif des récepteurs
FP, fluprostenol, (ECgg 29540+£14040 nM) ont été nécessaires pour provoquer des

contractions appréciables du CCH. En outre, ces réponses contractiles ont été
inhibées par I'antagoniste sélectif des récepteurs TP, SQ29548 (0.02 uM). L’agoniste
des recepteurs EPq / EPg3, sulprostone, n'a entrainé aucune contraction sur les
échantillons de CCH.

En ce qui concerne les récepteurs—prostanoides responsables des réponses
relachantes sur le CCH, seules les prostaglandines de la série E (PGEq; PGE>) et
I'agoniste sélectif des récepteurs EP» / EPg4, butaprost, ont déclenché un relachement
consistant de ces tissus (ECgg 93.2+31.5; 16.3+3.8; 1820+1284 nM, respectivement).

Nous pouvons en conclure que la production endogéne de prostanoides peut
réguler le tonus du muscle lisse trabéculaire par lintermédiaire de récepteurs-
spécifigues de la membrane cellulaire. Les récepteurs-TP mesurent la contraction

tandis que les récepteurs EP> et/ ou EP4 mesurent les réponses du relachement.
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Ce groupe de prostanoides a une importance clinique dans la mesure ou l'un

d’entre eux, la PGE; (alprostadil) administrée par voie intracaverneuse, est utilisée

dans le traitement du dysfonctionnement érectile. Elle a la capacité de déclencher une
érection satisfaisante chez 60 a 70% des malades mais la dose-efficace a administrer
a chaque malade présente une énorme variabilité, entre 0.5 et 20 ug, et pour certains
malades, il sera méme nécessaire de 'augmenter jusqu’a 40 ug. Au cours de cette
étude, nous cherchons a caractériser, de maniére individualisée, les réponses

cliniques de la PGE1 et de les comparer au relachement induit in vitro aux échantillons

de tissu caverneux recueilli sur ces mémes malades. Nous constatons l'existence

d’une grande variabilité dans les réponses du CCH, aprés I'administration de PGE1,
ayant été obtenues des valeurs trés différentes de ECgg et du relachement maximum.
Par ailleurs, nous constatons qu’'une mauvaise réponse clinique a PGE1 a un rapport
in vitro avec des valeurs plus élevées de ECg( de ce prostanoide et un relachement

maximal moindre en comparaison avec ceux qui ont une réponse clinique partielle ou

compléte. Ces données nous suggérent que l'efficacité de la PGEq est conditionnée

par la variabilité de la réponse relachante du CCH a ce prostanoide.

Le relachement du muscle lisse trabéculaire humain ne se mesure pas,
exclusivement, par la voie du AMPc mais également par d’autres voies, comme celle
du GMPc, qui joue un réle trés important. Aussi, dans le but d’augmenter I'efficacité

cliniqgue de la PGE1, et en continuité du travail développé sur cet sujet au laboratoire,

avons-nous décidé d’évaluer sa combinaison avec une autre substance, un donneur
d’'oxyde nitrique, capable d’activer la voie du GMPc. Nous constatons que le S-
nitrosoglutation (SNO-Glu ), un donneur d’oxyde nitrique du groupe des S-nitrosotiols,
a déclenché de maniére consistante, le relachement complet du muscle lisse

trabéculaire, méme sur les échantillons ayant mal répondu a la PGE1 isolée. Nous

constatons que la combinaison de PGE1 + SNO-Glu, dans la proportion molaire de
1:100, a entrainé un relachement du CCH plus puissant qu'aucune autre des

molécules utilisées séparément. La combinaison de PGEq + SNO-Glu entraine

I'activation des deux voies relachantes fundamentales comme on peut le constater par
'augmentation simultanée des niveaux tissulaires de AMPc et de GMPc dans le CCH.
En outre, nous observons I'existence d’une synergie entre les deux molécules ce qui
confére a cette combinaison une grande efficacité dans le relachement du CCH.

Cette information innovatrice permet de proposer la combinaison PGE1 + SNO-

Glu pour le traitement intracaverneux de la dysfonction érectile, avec de possibles

avantages cliniques par comparaison a l'usage séparé de chacune d’entre elles.
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INTRODUCAO

1 - FISIOLOGIA DA ERECCAO

1.1 - MECANISMOS NEUROGENEOS

A ereccdo do pénis compreende um conjunto complexo de acontecimentos
neuro-endocrinos e vasculares, interrelacionados, que culminam na acumulacdo de
sangue para a rigidez do orgéo. Esta resulta de processos vasculares locais, que
dependem da integracao de mecanismos hormonais e neuroldgicos, iniciados a varios
niveis do Sistema Nervoso Central. O conhecimento destes diferentes mecanismos e a
sua interligacdo ainda nao esta completo, no entanto, é reconhecido que todos os
impulsos sensitivos e hormonais reguladores do comportamento sexual sdo integrados
no cérebro e, posteriormente, enviam sinais indutores pela espinal medula para os
orgaos genitais externos.

Os sistemas olfactivo, tactil e sensitivo sdo muito importantes para a motivagao
sexual, porque recebem e enviam impulsos directamente para a Amigdala medial e
desta para o Nucleo Paraventricular (NPV) e para a Area Pré-Optica Medial (APOM)
do Hipotalamo. A regido do NPV e da APOM integram 0s sinais sensitivos e 0s
hormonais, e estdo interrelacionadas com outras zonas do cérebro, incluindo o
Sistema Limbico, o Hipocampo e o Cortex Cerebral. O Nucleo Paragigantocelular
(nPGi) € um centro serotoninérgico com uma funcéo inibidora da erecgdo. O Locus
Coeruleus contém os neurénios noradrenérgicos que tém um efeito estimulador central
e inibitério periférico.

O Sistema Nervoso Periférico compreende o sistema autbnomo e o sistema
somatico. O plexo pélvico, constituinte do sistema nervoso auténomo e localizado na
face lateral da préstata, recebe os impulsos dos nervos hipogastricos e pélvicos. Envia
ramificagbes para os orgdos pélvicos incluindo a bexiga, uretra, glandulas sexuais e
pénis. A sua ramificacdo mais longa, o nervo cavernoso, contém fibras simpéticas e
parassimpdéticas que integram a inervac¢do para o pénis, as glandulas bulbo-uretrais e
0s musculos ano-coccigeos (Lepor e col., 1985). A inervacdo somatica para 0s orgaos
pélvicos, provém do nervo pudendo, compreende uma porcao sensitiva e uma por¢ao

motora. As erecgdes reflexogéneas desencadeiam-se, no arco reflexo sagrado, dentro

da espinal medula parassimpatica (Sy — Sg). (Fig. 1)
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Fig. 1 - Diagrama das vias neurogéneas centrais e periféricas da erec¢éo

1.1.1 - SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O envolvimento do Sistema Nervoso Central na dindmica da ereccdo é
inquestionavel, mas 0s circuitos neurolégicos e 0s neurotransmissores envolvidos na
fisiologia ainda ndo estdo bem conhecidos. Os mecanismos centrais envolvidos no
controle da ereccdo incluem as vias supra-espinhais bem como as da espinal medula.

Entre os diversos neutransmissores centrais (Fig.2), tém sido atribuidas funcdes
importantes para a serotonina, a dopamina, o O6xido nitrico, a oxytocina e a

noradrenalina (Argiolas e col. 1995).

Serotonina

O envolvimento da serotonina (5-Hidroxytriptamina; 5-HT) presente a nivel
espinhal, supra-espinhal e periférico na funcao eréctil € complexo, com repercussoes

na ereccéo, na ejaculacdo e no comportamento sexual (Andersson e Wagner, 1995).
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A complexidade deste envolvimento deve-se a presenca de inUmeros tipos de
receptores de 5-HT nos centros cerebrais, como no nucleo paragigantocelular (nPGi),
na comissura cinzenta dorsal e no ndcleo parassimpatico sagrado. As vias da 5-HT
parecem exercer um efeito inibidor global no comportamento sexual, muito embora
estas vias possam ser inibitérias ou facilitadoras conforme o tipo de receptor 5-HT
envolvido no SNC (Ahlenius e col., 1989). Os receptores da 5-HT responsaveis pela

ereccdo sao do subtipo 5-HTyc (Steers e col., 1990), pois a sua accao eréctil pode ser
bloqueada por antagonistas dos receptores 5-HTyc e ndo pelos antagonistas dos

receptores 5-HTyg. Os receptores 5-HTyc, além de mediarem a resposta eréctil,

também aumentam os niveis de oxytocina circulante (Bagdy e col. 1992). Os inibidores
da sintase de NO (NOS) administrados por via intracavernosa inibem a resposta eréctil

induzida pelos receptores 5-HToc, 0 que supde a oxytocina e NO estarem envolvidos

nas respostas mediadas pelos receptores 5-HToc (Melis e col. 1997; Andersson e col.,

1995). Portanto, a 5-HT estd implicada na fungdo sexual masculina e parece
desempenhar uma acc¢do fundamental no mecanismo neurogéneo central da ereccao

peniana (Andersson e col., 1995).
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Fig. 2 — Esquema de neurotransmissores centrais
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Dopamina

A dopamina estd implicada no mecanismo global da erec¢do por induzir um
efeito erectogéneo central. Os neuréneos dopaminérgicos centrais encontram-se
localizados no hipotalamo com projeccdes para a Area Pré-Optica Medial (APOM) e o
Nucleo Paraventricular (NPV). Foram identificados outros neur6neos dopaminérgicos,
que a partir do hipotalamo caminham na via da dopamina diencefalo-espinhal para a
espinal medula lombo-sagrada (Skagerberg e col., 1985) e, por este mecanismo,
participam na regulagdo central dos componentes autonémico e soméatico do pénis.
Foram identificados dois tipos de receptores para a dopamina (D; e D,), sendo a
erec¢cdo mediada pelos receptores D, localizados no NPV (Sibley e col.,, 1999). A
estimulac@o destes receptores induz a activacéo da enzima NOS para formar NO e a
activacdo do sistema oxytocinérgico. Os neuréneos dopaminérgicos em contacto com
as células oxytocinérgicas no nudcleo paraventricular libertam a oxytocina e esta,
através do sistema oxytocinérgico, vai desencadear a resposta eréctil (Argiolas e col.
1995).

Os agonistas da dopamina, como a apomorfina, tém actividade eréctil porque
activam os receptores D,. A apomorfina injectada no NPV (e ndo na APOM) aumenta
a emissdo seminal (pela contrac¢do dos musculos estriados bulbo-cavernoso, isquio-
cavernoso e do colo vesical) e o relaxamento da musculatura lisa trabecular do pénis,
(Andersson e col., 1995), o que revela para além da accao eréctil também tem efeito

na emissdo seminal e na fungéo vesical (Pehek e col., 1989).

Oxytocina

As projeccBes oxytocinérgicas medulares provenientes do NPV e da APOM,
implicadas na ereccdo, exercem a sua accao no sistema nervoso auténomo
parassimpatico sagrado e, em menor grau, no sistema nervoso somatico (Tang e col.,
1998). A oxytocina, além do papel na contraccdo uterina e na secrecao da prolactina,
tem funcdes na neuromodulacdo e na neurotransmissdo. A oxytocina também estimula
a producdo de o6xido nitrico no NPV (Melis e col., 1997) e a activagdo desta via

oxytocinérgica pode ser induzida pela dopamina e pelos agonistas dos receptores 5-
HT>c, como o trazodone (Sibley e col.,, 1997). A oxytocina encontra-se, portanto,

envolvida no comportamento sexual e na indugéo da ereccao.
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Noradrenalina

A informacdo sobre a activacdo dos neuréneos noradrenérgicos centrais
localizados, fundamentalmente, no Locus Coeruleus ainda € escassa. Funcionam
como iniciadores do envolvimento sexual e os estudos disponiveis sugerem que a
activacdo noradrenérgica é capaz de iniciar a ereccdo, enquanto a sua inibicdo pode

deprimir a iniciativa sexual (Biltran e col., 1987; Rampin, 2000; Giuliano e col., 2000).

ACTH e Peptideos

As hormonas adrenocorticotropica (ACTH) e alfa-melanocito (a-MSH) tém
estado associadas com a resposta eréctil. A administracdo destes peptideos na regido
inter-cerebro-ventricular induz a erecgéo peniana, o estiramento do corpo e a emisséo
de sons durante o orgasmo. A maioria dos efeitos do a-MSH / ACTH sdo mediados
pelos receptores da melanocortina. Estes peptideos parecem actuar na regiao
preventricular do hipotalamo para induzirem a erec¢gdo. O mecanismo para induzir a
ereccdo mediada pela ACTH é diferente da accdo da dopamina e da oxytocina no

NPV. Este efeito potencial da a-MSH para induzir a erec¢éo ainda ndo esta clarificado.
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A Substéncia P é um péptideo presente no sistema nervoso central com uma
accao neurotransmissora no comportamento, na ansiedade, na depressao e a nivel
vascular periférico. Tem uma forte actividade dilatadora por relaxamento sobre o
musculo liso arteriolar, pelo contrario causa contracgdo no musculo liso venoso,
intestinal e bronquico. Os efeitos da substancia P sdo mediados por proteinas Gs
acopladas a receptores de membrana do tipo NK1.

O Neuropeptideo Y esta presente em altas concentragBes no cérebro e no
sistema nervoso periférico. Este neuropeptideo encontra-se localizado nos neuréneos
noradrenérgicos e tem uma acgdo vasoconstritora, mediada por receptores (Y)

acoplados a proteinas Gs, que inibem a adenililciclase, e activam a fosfolipase C.

Oxido nitrico

O oOxido nitrico, para além do papel bem definido nos mecanismos periféricos,
encontra-se envolvido nos mecanismos centrais da erec¢do. Pode modular o
comportamento sexual e a erec¢do peniana (Lorrain e col., 1996), apos a activacdo da
Area Pré-6ptica Medial (Sato e col., 1999) e do Nucleo Paraventricular (Melis e col.,
1997) induzida pela apomorfina, pelos agonistas da 5-HT,c e pela oxytocina. A
administracdo de inibidores da NOS no Nucleo Paraventricular impede as respostas
erécteis induzidas pelos agonistas dopaminérgicos, oxytocinérgicos e serotoninérgicos
(Melis e col., 1997). Verificou-se também uma produc¢@o aumentada de NO no NPV de
ratos-machos durante a ereccao (sem contacto genital) e durante a cépula, o que
confirma ser o 6xido nitrico um mediador fisiolégico central da erecgdo peniana (Melis
e col., 1998), e sugere a presenca dum sistema central do NO / GMPc, para além do
existente no corpo cavernoso, e ambos serem responsaveis pela inducao da ereccao
(Sato e col., 2001).
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1.1.2 - SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

As estruturas do pénis recebem terminagdes nervosas simpaticas,
parassimpdticas e sensitivas (Andersson e col., 1995). Na fase de repouso predomina
a contraccdo da musculatura lisa induzida pelo estimulo adrenérgico. A ereccao é
induzida por estimulacdo directa do sistema parassimpatico ou a inibicdo do sistema
simpatico. As terminacdes nervosas autonomas contém vesiculas preenchidas por
uma substancia, denominada neurotransmissor, que apos a chegada da onda de
despolarizacdo do impulso nervoso, libertam-no para difundir entre as células
musculares lisas. Este neurotransmissor vai estabelecer, normalmente, o contacto
num local especifico da membrana celular, chamado receptor, e desencadear o efeito
esperado. Os neurotransmissores actuam sobre o ténus contractil do tecido muscular

liso do corpo cavernoso por trés tipos diferentes de neurotransmissao auténoma:

A ) Neurotransmissao adrenérgica
B ) Neurotransmissao colinérgica

C ) Neurotransmissao nao adrenérgica nao colinérgica (NANC)
A - Neurotransmissao adrenérgica

O neurotransmissor é a noradrenalina (NA). Foram identificados varios tipos de
receptores adrenérgicos nas artérias e no musculo liso trabecular, cada um com uma
fungéo diferente (De Groat e col,, 1993). Verifica-se uma maior predominancia dos

receptores oy no tecido muscular liso do corpo cavernoso, em relacdo as estruturas

vasculares e, até ao momento, foram identificados os subtipos a1 , 1B, 01D/ 1L

Os receptores do subtipo ay, pOs-sindpticos, sdo 0s responsaveis pela
contracgao do musculo liso trabecular em resposta a estimulagdo da noradrenalina e

com um papel importante na dindmica da ereccédo (Davis e col., 1999).

Entre os receptores do subtipo ap, uns sdo pré-sinapticos e outros poés-

sindpticos. Os receptores ay pré-sindpticos, além da sua localizagcdo nas terminacdes
adrenérgicas, encontram-se também nas terminacdes NANC, e modulam este tipo de
neurotransmisséo, pois produzem a inibicdo das respostas mediadas pela estimulag&o
dos nervos nitrérgicos (Simonsen e col., 1997). Estes receptores o, pré-sinapticos
também actuam na modulacdo da transmissdo adrenérgica pois regulam, por
mecanismo retro-activo, a libertagéo da NA (Saenz de Tejada e col., 2000) (Fig. 4).

Os receptores o, poOs-sinapticos originam vasoconstricdo pela estimulagdo da

noradrenalina. A noradrenalina libertada nas terminacdes adrenérgicas estimula os
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receptores oy existentes nas artérias helicinas e no tecido muscular liso do corpo
cavernoso, e deste modo contribuem para o estado de flacidez peniana. Os
androgéneos modulam esta resposta dos receptores o ho musculo liso cavernoso
(Reilly and col., 1997).

Os receptores B2 induzem o relaxamento do masculo liso trabecular, como se

verifica pela accdo de farmacos B-adrenérgicos especificos (Costa e col., 1993).

B - Neurotransmisséao colinérgica

A neurotransmissdo colinérgica encontra-se distribuida pelos ganglios
autonémicos do plexo paravertebral, do plexo pélvico e pelo tecido eréctil. Os tecidos
penianos sdo muito ricos em estruturas nervosas colinérgicas (Andersson e col.,
1995). A Acetilcolina (Ach) origina vasodilatagdo duma forma indirecta, pois actua
sobre 0s receptores muscarinicos (subtipo M3) pés-sinapticos do endotélio e este, por
sua vez, liberta NO que vai actuar como mediador do efeito relaxante na célula
muscular lisa.

A actividade parassimpatica ndo tem uma equivaléncia paralela as accfes da
acetilcolina, porque podem ser libertados outros neurotransmissores pela inervagao
colinérgica como, por exemplo, o 6xido nitrico (Hedlund e col., 2000).

A actividade colinérgica, parassimpatica, pode facilitar a ereccao, por inibir a

libertacdo de NA apds estimulagdo dos receptores muscarinicos (M») pré-sinapticos

nas terminacfes adrenérgicas (Saenz de Tejada e col. 1989) e por facilitar a libertacéo
de NO e VIP pelos nervos NANC. (Fig. 4)

C - Neurotransmisséao néo adrenérgica ndo colinérgica (NANC)

Suspeitou-se a existéncia de outro tipo de neurotransmissao pois comprovou-se,
gque a atropina com ac¢ao bloqueadora muscarinica, ndo inibia a ereccéo induzida por
estimulacdo eléctrica das terminacdes parassimpaticas (Saenz de Tejada e col.,
1988). Apos inibicdo da neurotransmissdo adrenérgica e colinérgica a estimulagdo das
terminacdes nervosas do corpo cavernoso produzia respostas relaxantes mediadas
por uma ouutra substancia, posteriormente, denominada Oxido nitrico (Ignarro e col.,
1990; Kim e col., 1991; Rajfer e col., 1992). Verificou-se mais tarde que a maioria
destas terminagfes nervosas do pénis contém a enzima NOS (Hedlund e col., 2000).
Foi, igualmente, identificado o polipeptido intestinal vasoactivo (VIP) nestas estruturas
nervosas (nervos vipérgicos) (Dail, 1993). Os seus receptores (tipo 1 e tipo 2) ligam-se

na membrana celular a uma proteina Gs estimuladora da adenililciclase, conduz a
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aumento intracelular de AMPc e, por este mecanismo, produz o relaxamento do
musculo liso trabecular (Hedlund e col., 1995). No entanto, continua por conhecer se o0
VIP tem outras acc¢des, nomeadamente prolongar o efeito relaxante inicial do NO, e
assim o tempo da ereccdo pelo que o seu papel ndo esta clarificado na dindmica da
ereccao peniana. (Fig. 4)
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RELAXAMENTO CONTRACCAO

Fig. 4
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1.2 - MECANISMOS VASCULARES

No estado flacido o mdsculo liso trabecular encontra-se contraido sob a
influéncia do sistema nervoso simpatico noradrenérgico e da endotelina (Saenz
de Tejada e col., 1989; Christ e col., 1995). Neste estado o fluxo arterial € minimo,
apenas para a manutencdo do metabolismo celular, e os gases do sangue séo
equivalentes ao sangue venoso (pO, entre 30 — 40 mmHg). Durante a ereccéo verifica-
se um notavel aumento do fluxo de sangue dentro do pénis com expansdo das
paredes trabeculares e dos espacos lacunares. Os espagos lacunares, ou sinusoides,
sdo espacos vasculares forrados pelo endotélio que intercomunicam, amplamente,
entre si. Este aumento do fluxo de sangue arterial leva a elevacéo subita da tensdo
parcial de oxigénio (pO,), os valores da pressdo intracavernosa aproximam-se da
presséo arterial sistémica, o que vai conduzir a rigidez completa.

As comunicac¢des entre os sinusodides facilitam a passagem do sangue dum
espaco para 0 outro e, a0 mesmo tempo, transmitem a pressao no sentido da zona
proximal para a distal do pénis. Estes espagos lacunares tém maior didametro na regido
central, a que circunda a artéria cavernosa, e diminuem progressivamente na direcgdo

da periferia para junto da tinica albuginea. (Fig. 5).
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Esta disposi¢cdo anatémica constitui um obstaculo a drenagem venosa dos
corpos cavernosos durante a ereccao. No estado flacido, a drenagem venosa do pénis
ocorre duma forma féacil e, globalmente, a baixa resisténcia. As pequenas veias
formam uma rede por baixo da albuginea, coalescem entre si para formarem as veias
emissarias, perfuram a tunica albuginea e drenam directamente, ou através das veias

circunflexas, nas veias profundas (Fuchs e col., 1989).
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O sangue arterial para 0s corpos cavernosos do pénis provém da artéria
pudenda interna que, antes de penetrar no crura, divide-se em trés ramos — a artéria
bulbo-uretral, a artéria cavernosa e a artéria dorsal do pénis. A artéria cavernosa, a
mais importante na dindmica da ereccdo, d4 origem ao longo do seu trajecto a
multiplas artérias helicinas, as quais circundam e/ou desaguam nos espacos

lacunares. (Fig. 6)
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ARTERIA HELICINA

O fluxo arterial penetra nestes espacos expande o0s sinusoides e as paredes
trabeculares contra a tunica albuginea. O mecanismo que retém o sangue arterial no
interior dos corpos cavernosos, conhecido por mecanismo corporo-veno-oclusivo
depende, fundamentalmente, da capacidade relaxante do masculo liso trabecular e da
compressao das veias emissarias pela tanica albuginea (Fournier e col., 1987).

O relaxamento do musculo liso trabecular, associado ao aumento da pressao
intrasinusoidal, expandem a tunica albuginea até ao limite da sua expansibilidade.
Durante a erecgdo, as veias ficam estiradas, o que diminui o seu diametro e, ao
ficarem mais estreitas e mais longas, oferecem maior resisténcia a drenagem do
sangue. A integridade deste mecanismo corporo-veno-oclusivo permite manter a
presséo intracavernosa elevada com um débito arterial de manutengdo muito baixo (1
a 5 ml/min para manter a presséo entre 60 - 100 mmHg durante a erec¢éo) (Saenz de
Tejada e col., 1991).
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2 — DINAMICA DA ERECCAO

2.1- MECANISMOS REGULADORES DO TONUS DO MUSCULO LISO DO PENIS
2.1.1 — Sistema Adrenérgico

2.1.2 — Endotelina

2.1.3 — Papel dos nucleétidos ciclicos

A — A via do AMPc

B — O &xido nitrico e a via do GMPc
2.1.4 — Substancias dadores de 0Oxido nitrico

A — S-Nitrosoglutatido

2.1.5 — Outros Mecanismos
A — Hiperpolarizagao celular

B — Comunicacg®es intercelulares
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2 — DINAMICA DA ERECCAO
2.1- MECANISMOS REGULADORES DO TONUS DO MUSCULO LISO DO PENIS

A ereccdo inicia-se a partir da libertacdo de mediadores pelas terminacdes
nervosas e pelo endotélio vascular, 0s quais vao ocasionar o relaxamento do musculo
liso do pénis. O musculo liso do pénis engloba o musculo liso da camada média das
artérias helicinas e o componente muscular das trabéculas dos espacos sinusoidais
(Padma-Nathan, 1990). A actividade contractil fisiologica do musculo liso do pénis
depende de mudltiplos factores, como a producdo de agonistas (neurotransmissores,
hormonas e produtos derivados do endotélio), um nimero adequado de receptores na
membrana celular, a integridade dos mecanismos de transducdo, a interaccdo das
proteinas contracteis e as comunicacgdes intercelulares das células musculares lisas
(conexoes).

O exame ultra-estrutural da célula muscular lisa evidéncia a existéncia de
estruturas filamentosas finas, grossas e intermédias. Os filamentos finos sao
constituldos de actina e os grossos de miosina. Os intermédios contém desmina ou
vimentina. Apés a fosforilagdo da miosina pelo ATP, formam-se unides entre as
cabecas globulares da cadeia leve de miosina e a actina. Estas pontes dao origem ao
tonus contractil do musculo liso, que se mantém a custa de baixo gasto de energia
(Christ e col., 1995). A contracgdo do musculo liso do pénis depende do aumento da
concentracdo intracelular do calcio livre, para 0o que sdo activados os diferentes
mecanismos, de forma a facilitarem a entrada na célula de calcio do compartimento
extracelular e / ou a libertagcdo de calcio acumulado nas organelas intracelulares,

sobretudo no reticulo sarcoplasmatico (Nahorski e col., 1994).

2.1.1 - Sistema adrenérgico

A detumescéncia do pénis é mediada, principalmente, pela estimulacdo das
terminacdes nervosas adrenérgicas cujo neurotransmissor, a noradrenalina, actua nos
receptores adrenérgicos. A contraccdo da artéria cavernosa € mediada,
fundamentalmente, por estimulagdo dos receptores a, - adrenérgicos, mas no musculo
liso trabecular predomina a contracgdo mediada pelos receptores o, - adrenérgicos
(Hedlund e col., 1985; Saenz de Tejada e col., 1989). A activacdo dos receptores a; -
adrenérgicos provoca aumento da concentragdo intracelular de célcio livre, resulta da
accao da fosfolipase C, que promove a libertacdo de diacilglicerol (DAG) e do

inositoltrifosfato (IP3). O DAG estimula a proteinaguinase C (PKC) e o IP3; estimula os
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seus receptores nos reservatoérios intracelulares de calcio provocando a sua saida
para o citoplasma. O estimulo adrenérgico origina a vasoconstricdo das artérias e a
contraccado do musculo liso trabecular do que resulta a reducédo do fluxo arterial e o
colapso dos espacos sinusoidais. A contracgdo do musculo liso trabecular coincide
com o inicio da descompressdo das veias emissérias, 0 que facilita a drenagem dos
COrpos cavernosos, e assim o esvaziamento dos espacos lacunares (Saenz de Tejada
e col., 1991).A estimulagdo dos receptores B-adrenérgicos ocasiona relaxamento do
musculo liso arterial e trabecular sendo o subtipo ,, provavelmente, o0 mais importante
mediador deste efeito relaxante, pois induz o aumento de AMPc intracelular. No
sistema vascular a expressdo dos receptores P, — adrenérgicos com capacidade
relaxante vai diminuindo com o avancar da idade, pelo que vao predominar o0s
mecanismos constritores o - adrenérgicos (Dhabuwala e col., 1985; Hedlund e col.,
1985).

2.1.2 — Endotelina

O endotélio elabora substancias com actividade vasodilatadora (PGEs, PGl,,
Oxido nitrico) e outras com actividade vasoconstritora (TxA,, endotelinas). As
endotelinas contribuem para a manuteng&o do tonus contractil do pénis (Andersson e
col. 1990) tendo sido identificadas trés isoformas de endotelinas (ET-1; ET-2; ET-3). A
ET-1 é sintetizada no corpo cavernoso, a nivel do endotélio vascular e libertada para o
mausculo liso trabecular (Saenz de Tejada e col., 1991).

Os receptores da endotelina estdo presentes em varios tecidos do organismo
incluindo o tecido muscular liso vascular, o musculo cardiaco, o sistema nervoso
central, os pulmdes, os rins, a suprarrenal e o intestino. Foram identificados dois tipos
de receptores, ET, e ETg acoplados a proteinas Gs da membrana celular. O tipo ETa,
encontra-se localizado nas células musculares lisas e tem uma elevada afinidade para
a ET-1, enquanto o tipo ETg encontra-se no endotélio vascular onde medeia a
libertacdo de PGI, e do 6xido nitrico. Depois de activados, os receptores de endotelina
induzem o aumento da concentragao intracelular de célcio, que resulta do influxo de
calcio extracelular pelos canais de célcio da membrana, e da estimulacdo da
fosfolipase C com a formacdo de inositoltrifosfato (que liberta calcio do reticulo
endoplasmatico) e de diacilglicerol (que activa a proteina kinase C) que em conjunto
levam a fosforilacdo da cadeia leve de miosina e contracgao celular.

As endotelinas, incluindo a ET-1, apresentam por este mecanismo uma potente

actividade vasoconstritora (Christ e col. 1995), sendo certo que para além deste efeito,
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a endotelina-1 tem uma potente actividade mitogénea nas células musculares lisas
vasculares e cardiacas, regula o ténus do musculo liso cavernoso e modula o efeito
contractil de outras substancias, como por exemplo a noradrenalina (Costa e col.,
1993) e, por este mecanismo aumentam o0 tonus contractil permanente no corpo

cavernoso (Saenz de Tejada e col., 1991)
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2.1.3- PAPEL DOS NUCLEOTIDOS CICLICOS

A -Via do AMPc

No musculo liso trabecular do pénis, as prostaglandinas E (PGE; e PGE)),
podem interactuar com receptores especificos (R-EP), acoplados a proteinas Gs, e
proceder a estimulacdo da enzima adenililciclase (AC). Esta, a partir da 5’-trifosfato de
adenosina (ATP), estimula a sintese intracelular de 3’-5’-monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc), o mediador principal do efeito erectogéneo da PGE7 (Miller e col.,
1994). A acumulacd@o deste nucleétido ciclico, leva a diminuicdo da concentragdo
intracelular do calcio livre e, como consequéncia, ao relaxamento do musculo liso do
corpo cavernoso. Este mecanismo tem-se revelado muito eficiente no relaxamento do
musculo liso do pénis, como se constata pelos efeitos erécteis da PGE1 administrada
por via intracavernosa (Porst, 1996). O AMPc vai ser inactivado, posteriormente, pelas
enzimas fosfodiesterases de tipo 2 e 3 (PDE2 e PDE3) (Stief e col., 1995). A via de
relaxamento do musculo liso peniano mediada por AMPc também é activada pela
accao de outros mediadores como o VIP (Hedlund e col., 1995), através de receptores

especificos na membrana celular, e pela NA através dos receptores 3, - adrenérgicos
(Costa e col., 1993). (Fig. 7).
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B — O Oxido nitrico e a via do GMPc

A producgdo endogena de Oxidos de nitrgéneo, na forma de ides nitrito (NO,) e
nitrato (NO3) era conhecida apenas nos macrofagos no sistema de defesa do
organismo contra infeccdes.

Estudos recentes tém revelado que muitas células sintetizam éxido nitrtico e
esta molécula tdo simples pode desempenhar fungfes fundamentais na regulacéo do
sistema nervoso, imunolégico e cardiovascular. Anteriormente, Robert Furchgott e
Zawadzki tinham verificado em 1980 que preparagfes isoladas de musculo liso
vascular apés a estimulagdo com acetlilcolina, o endotélio libertava um vasodilatador
de accdo muito curta o qual ndo era bloqueado pelos inbidores da ciclooxigenase,
como era a prostaciclina. Eles chamaram, entdo, a essa substéncia o Factor
Relaxante Derivado do Endotélio (FRDE). A partir desta descoberta foram realizados
muitos trabalhos em simultaneo, até que em 1987, trés centros independentes
verificaram que o FRDE e o Oxido nitrico seriam a mesma substancia. A importante
contribuicdo para a identificacdo do Oxido nitrico e das suas fung¢des biologicas em
varios tecidos do organismo mereceu a Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad,
em 1998, o Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina.

O NO é um gas altamente difusivel formado por um &tomo de nitrogéneo com
um de oxigénio e tem um electrdo-livre ndo parelhado. Este radical livre (NO« ) € uma
molécula altamente reactiva e instavel com um papel modulador em varias actividades
biol6gicas incluindo a dilatagdo dos vasos sanguineos, a inibicdo da agregacao
plaquetaria, a estimulacdo da actividade citotoxica dos macréfagos e a
neurotransmiss&@o no sistema nervoso central e periférico. O Oxido nitrico desempenha
um papel fundamental no relaxamento do musculo liso cavernoso (Rajfer e col., 1992;
Ignarro e col., 1989; Kim e col., 1991; Andersson, 1995), sendo produzido a nivel do
endotélio vascular e das terminagfes nervosas nitrérgicas.

O Oxido nitrico é sintetisado por uma familia de enzimas denominadas sintases
de o6xido nitrico (NOS). Estas sintases do 6xido nitrico (NOS) séo as responsaveis pela
sua producdo utilizando como substracto o aminoécido L-arginina e o oxigénio
molecular (O,). Esta reaccao requer um conjunto de cofactores, entre eles o NADPH, o
dinucleotido adenina-flavina (FAD), a tetrahidrobiopterina (BH4) e a calmodulina (CaM)

activada pelo célcio (Moncada e col., 1988). (Fig. 8)
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CaM, Ca 2+, NADPH,
FMN, FAD, BH 4

L - arginina + Oy — NOS — L- citrulina + NO*

Fig. 8

S&o conhecidas trés isoformas da NOS, sendo cada uma delas importante para
a sintese de NO. A isoforma neuronal da sintase do éxido nitrico (hnNOS) encontra-se
localizada no SNC e nas terminagbes nervosas ndo-adrenérgicas nao-colinérgicas
(NANC). A isoforma endotelial da sintase de 6xido nitrico (eNOS) encontra-se no
endotélio vascular e trabecular. A isoforma induzivel da sintase de 6xido nitrico (iNOS),
encontra-se nos macréfagos e pode estar expressa no musculo liso, em algumas
condigbes patologicas, todavia ainda ndo se conhece nenhum papel na fisiologia da
ereccgao.

A administragdo, em modelos animais de inibidores da Sintase de NO leva a
inibicéo das respostas erécteis (Holmquist e col., 1991).

Assim, a formacdo de NO no tecido peniano depende do controle neurogéneo
(nervos nitrérgicos) e do endotélio vascular. O 6xido nitrico derivado do endotélio e das
terminacdes nitrérgicas induz relaxamento do musculo liso, por activar a enzima
guanililciclase, o que aumenta da sintese de GMPc (Forstermann e col., 1986; Saenz
de Tejada e col., 1991). Existe um conjunto de doencas do sistema cardiovascular,
incluindo a hipertensdo arterial (Calver e col.,, 1992; Panza e col.,, 1990), a
hipercolesterolemia (Creager e col., 1992), a diabetes mellitus (Saenz de Tejada e col.,
1989; Calver e col., 1992), a aterosclerose (Forstermann e col., 1988; Zeiher e col.,
1991) que estdo associadas a alteracbes da via da L-arginina-NO, pois tem-se
constatado uma deterioracdo das respostas mediadas pelo NO no corpo cavernoso
associada a estas patologias (Saenz de Tejada e col., 1988; Azadzoi e col. 1992). Ao
contrario, do que ocorre com muitas outras substancias reguladoras do relaxamento
do musculo liso, o NO ndo necessita dum receptor-especifico na membrana celular
para exercer o seu efeito relaxante. O NO atravessa com facilidade a membrana
celular, liga-se a enzima guanililciclase (GC), que sofre uma alteragdo conformacional
na molécula produzindo a sua activagdo. A guanililciclase estimula a conversdo da
5’-guanosina-trifosfato (GTP) em 3',5'-guanosina-monofosfato ciclico (GMPc). A

acumulacdo de GMPc intracelular vai dar origem a uma cascata de acontecimentos,
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cujo resultado final é a diminuicdo do célcio livre intracelular e o consequente
relaxamento do musculo liso trabecular (Andersson e col., 1995).

O NO tem, igualmente, a capacidade de abrir os canais de potassio, bem como
activar a bomba de sd6dio / potassio (Gupta e col, 1995) e assim produzir a
hiperpolarizacdo da célula muscular lisa que leva ao encerramento dos canais de

calcio e promover o relaxamento celular. (Fig 9)
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Relaxamento do musculo liso do pénis pela via do Oxido nitrico

As accgOes biolégicas dos nucleotidos ciclicos (AMPc e GMPc) terminam por
efeito de enzimas intracelulares da familia das fosfodiesterases (PDEs). Foram
identificadas até ao momento, 11 familias diferentes de PDEs no organismo (Fawcett e
col., 2000) com um padréo especifico de distribuicdo nos diferentes orgdos (Beavo et
al., 1994). Estas onze familias de fosfodiesterases identificadas nos tecidos de
mamiferos, tém uma distribuicdo muito variavel nos varios tecidos e tipos celulares, o
gue lhes confere um papel importante na modulacdo de diversos processos
fisiolégicos. Estudos em tecidos isolados in vitro tém demonstrado que a inibicdo da
PDE,, PDE;,PDE, e PDE;s facilita o relaxamento do musculo liso do pénis. Estudos
anteriores demonstraram a presenca da PDEs nas plaquetas, no tecido muscular liso
vascular, brénquico e visceral, e também ser a PDE predominante no corpo cavernoso
humano. A sua inibicdo in vivo leva a acumulacdo de GMPc o0 que tem permitido
restaurar a erecgdo em homens com disfuncao eréctil.

A PDE,; foi identificada, recentemente, no musculo liso do corpo cavernoso, leito
vascular do pénis, préstata, hipéfise e coracdo. O seu papel funcional ainda nédo é

completamente conhecido pelo que tem sido objecto de investigacdo. Tem-se descrito
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a existéncia e a actividade de diferentes isoenzimas de PDE no corpo cavernoso
humano (PDE,, PDE;, PDE, e PDEs) (Boolell e col., 1996; Taher e col., 1994), ainda
que se tenha detectado a presenca do ARNm para PDE1, PDE7, PDE8 e PDE9
(Kuthe e col.,, 2001). Quatro destas isoenzimas, PDE1, PDE2, PDE5 e PDE9 séo
capazes de hidrolizar GMPc, mas a PDES5 tem alta selectividade para este nucle6tido
(Beavo e col., 1995), pelo que tem sido objecto de grande investigagdo experimental e
clinica. Os farmacos que inibem esta enzima tém possibilidade de potenciar a
fisiologia normal da ereccdo por aumentarem o0s niveis intracelulares de GMPc
disponivel para o relaxamento do corpo cavernoso (Naylor, 1998).

O oOxido nitrico também é um importante neurotransmissor sistémico que, entre
outros efeitos, medeia o relaxamento do musculo liso vascular. Assim, pode ocorrer
uma accgao sinérgica entre os inibidores da PDE5 e os nitratos organicos acentuando o
efeito hipotensor destes. Este sinergismo clinico esta de acordo com a ac¢éo destes
farmacos, em passos diferentes na via do NO / GMPc, pois 0s nitratos aumentam a
formacdo de GMPc por activagdo da guanililciclase enquanto os inibidores da PDE5S
diminuem a hidrélise do GMPc. Assim, a administragdo concomitante de inibidores de
PDE5 aos doentes submetidos a tratamento regular, ou intermitente, com nitratos

organicos deve ser contra-indicado.
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2.1.4 — SUBSTANCIAS - DADORAS DE OXIDO NITRICO

Alguns farmacos contém NO na sua estrutura com capacidade para o libertar,
como por exemplo, 0s nitratos, o nitroprussiato ou a nitroglicerina, os quais tém sido
amplamente utilizados na clinica (Feelisch, 1991). Estes nitrovasodilatadores causam
vasodilatacéo pela via do NO / GMPc, verificando-se uma correlagdo entre 0s niveis
de GMPc e a capacidade relaxante dos vasos sanguineos. Estes farmacos, se
administrados por via sistémica, além da capacidade vasodilatadora (Collier e col.,
1978) tém graves efeitos secundarios, como a hipotensdo postural profunda e
cefaleias violentas. Foi, igualmente, demonstrado que o NO e essas substancias
dadoras de NO séo vasodilatadores potentes das artérias de resisténcia do pénis
(Simonsen e col., 1995) e do musculo liso trabecular (Rajfer e col., 1992). Existem
diferentes familias de compostos dadores de NO, que diferem tanto na sua natureza
quimica como na forma de libertar o NO da sua estrutura, assim por exemplo, a
linsidomine (SIN-1) liberta o 6xido nitrico duma forma espontanea (Feelisch,1991),
mas tem uma poténcia vasodilatadora reduzida (Berkenboom e col., 1989) porque, ao
mesmo tempo que liberta NO também da origem ao anido superoxido (O, ), como se
constata ao adicionar a superoxido dismutase (SOD) ao meio, a qual retira o anido

superéxido e aumenta a poténcia relaxante do SIN-1 (Feelish e col., 1989).

2.1.4.1 — O S-Nitrosoglutatéo

Um grupo destes compostos dadores de oOxido nitrico, sdo os chamados S-
nitrosotiois, que resultam da reaccdo dum nitrito organico (-NO) com un grupo tiol
(-SH) para dar lugar a formacdo de um nitrosotiol (-SNO). A comparacao do potencial
relaxante de alguns S-nitrosotiois, com outros nitrovasodilatadores, permite constatar
gue a entrada na célula da molécula intacta de S-nitrosotiol (Ignarro e col., 1985) ou a
libertacéo espontanea de NO ndo sdo os factores mais importantes para a capacidade
relaxante. Tem sido sugerido que o NO apds ser libertado sofre um processo catalitico
para facilitar a rapida difusdo no préprio masculo liso vascular (Ignarro e col., 1991).
Embora o mecanismo exacto de libertagdo do Oxido nitrico a partir dos S-nitrosotiois
ndo esteja ainda bem definido, no entanto, ela € necessaria para poder exercer a sua
actividade biologica e farmacoldgica (Feelisch, 1991). Os nitrosotiois ocorrem de forma
enddégena e existem em condi¢des fisiolégicas em varios tecidos do organismo

(Ignarro e col., 1981).
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O S-Nitrosoglutatido (SNO-Glu) pertence a este grupo de compostos (Fig. 11). O
glutatido € um composto intracelular soltvel que contém um grupo sulfidril (-SH) e
intervém em muitas reaccdes celulares. O glutatido interactua em condi¢des
fisiolégicas com o Oxido nitrico para dar origem a um composto estavel, o S-
Nitrosoglutatido (SNO-Glu). Este Nitrosoglutatido pode aumentar a semi-vida ou
funcionar como transportador-endégeno de NO para exercer as suas acg¢des no
organismo. Tem sido demonstrada a sua capacidade para relaxar o musculo liso
vascular (MacAllister e col., 1995), assim como o musculo liso trabecular (Gupta e col.,
1995). O glutatido vascular encontra-se em quantidades diminuidas na diabetes
mellitus e na aterosclerose pelo que a anulacdo dos efeitos nocivos dos radicais livres
que ele realiza, nas permutas intra / extracelulares, também esta diminuida o que vai

aumentar a incidéncia de complicacdes patologicas cardio-vasculares.
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2.1.5- OUTROS MECANISMOS
A — Hiperpolarizacéo celular

A hiperpolarizagdo da célula muscular lisa constitui um dos mecanismos
possiveis de relaxamento pois, a abertura dos canais de potassio induzida pela
proteinaquinase A (PKA)-dependente do AMPc (Mulhall e col.,, 1999), pela
proteinaquinase G (PKG) - dependente do GMPc¢ (Mulhall e col., 1999) ou mesmo pelo
préprio GMPc (Christ e col., 1995) negativa o potencial de membrana, o que provoca o
encerramento dos canais de calcio e, como consequéncia, o relaxamento do muasculo
liso.

Independente deste mecanismo, provocado pela accdo dos nucleétideos
ciclicos, tem sido proposto que o NO a nivel da célula muscular lisa do corpo
cavernoso estimula directamente a abertura dos canais de potassio, assim como
activa a Na' - K" ATPase (Gupta e col. 1995). Esta bomba de sédio, extrai 3 cargas
positivas do interior da célula e introduz apenas 2, o que hiperpolariza a célula e leva
também ao encerramento dos canais de calcio.

No tecido trabecular do corpo cavernoso do pénis humano existe uma enorme
quantidade de terminacdes nervosas do tipo ndo-adrenérgico ndo-colinérgico (NANC)
com imunorreactividade para a nNOS (Juenemann e col, 1987) que contém,
igualmente, o Polipéptido Intestinal Vasoactivo (VIP) (Dail e col., 1993). O verdadeiro
significado fisioldgico da localizagdo conjunta ainda ndo esta clarificado (Taher e col.
1997). Este peptideo foi originalmente extraido do pulmdo do porco, mais tarde
também do duodeno, e encontra-se difusamente distribuido no sistema nervoso
central, sistema nervoso periférico e no vascular. Tem uma accdo vasodilatadora a
nivel pulmonar, coronario, intestinal, renal e vasos cerebrais. Sabe-se que 0s
receptores-VIP (tipo 1 e 2) que medeiam a sua acc¢do, encontram-se acoplados a
proteinas-Gs, as quais estimulam a adenililciclase (AC) e aumentam a concentracdo
intracelular de AMPc no musculo liso trabecular do pénis. Pensa-se que o relaxamento
do corpo cavernoso mediado pelo VIP possa depender de prostandides e também
envolver a producdo de NO (Kim e col., 1993), o que pode vir a permitir a combinacao
de compostos dadores de Oxido nitrico e VIP no tratamento da disfuncdo eréctil
(Juenemann e col., 2002). O verdadeiro papel do VIP na fisiologia da erec¢do tem sido

um aspecto muito debatido mas, até ao momento, ainda nao esta clarificado.

No musculo liso trabecular a activacdo dos canais de potassio (tipo maxi-K")
mediada pelo AMPc (Fan, 1995) bem como a hiperpolarizacdo celular podem ser

induzidas por accao da PGE;.
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As células do endotélio vascular sintetizam e libertam mediadores vasoactivos
em resposta a estimulos fisicos (ex. batimentos cardiacos, estiramentos provocados
pelos fluidos) ou a substancias neuro-humorais (ex. acetilcolina, bradikinina). O éxido
nitrico e a prostaciclina sdo os factores relaxantes derivados do endotélio melhor
caracterizados (Taylor e col., 1988; Chen e col.,, 1988). Em estudos recentes foi
identificada uma via relaxante associada a hiperpolarizacdo do endotélio vascular
com maior relevo nas artérias de pequeno calibre, como as artérias coronarias, as
renais e as de resisténcia do pénis (Shimokawa e col., 1996). Um dos mecanismos
indutores do sinal de hiperpolarizagédo do tecido muscular liso vascular dependente do
endotélio parece ser a bradikinina libertada do endotélio pelo estimulo fisico dos
batimentos cardiaco. Ela pertence ao grupo das kininas, e este grupo de peptideos
derivados dos kininogéneos, tem uma actividade vasodilatadora potente a nivel
cardiaco, intestinal, rim e musculo esquelético. Os efeitos bioldgicos da bradikinina sédo
mediados por receptores na membrana celular, da familia das proteinas Gs, sendo o
tipo B, 0s que parecem apresentar maior afinidade.

Este efeito vasodilatador ocorre na presenca de inibidores da ciclooxigenase
(indometacina) e pode ser mediada pela libertacdo dum factor relaxante dependente-
endotélio (6xido nitrico / factor hiperpolarizante). Os estudos sugerem que a activagéo
de receptores nas células endoteliais, por aqueles estimulos fisicos, leva sintese de
prostanoides sintetisados pela via do citocromo P450, a activagdo da adenililciclase
com formacdo de AMPc e da abertura dos canais de K'-dependentes de calcio da
célula endotelial. A hiperpolarizacdo endotelial difunde-se pelas comunica¢bes endo-
endoteliais (Edwards e col., 1999) e para as células musculares lisas adjacentes ao
endotélio, através das comunicacbes mio-endoteliais, o que pode vir a explicar a
velocidade de propagacdo dos estimulos relaxantes da ereccao do pénis ( R. Busse e
col., 2002).

Esta via adicional de relaxamento do musculo liso vascular tem sido atribuida a
um factor, que ainda ndo est4 bem caracteizado, denominado Factor Hiperpolarizante
Derivado do Endotélio (FHDE) (Félétou e col., 1999).

No sistema venoso as kininas tém um efeito contractil, que pode resultar da
estimulacdo directa do musculo liso venoso ou da libertagdo de prostaglandinas

constritoras, como a PGF2a (B. Katzung, 2001).
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B — Modulagéo Purinérgica

Existe o consenso que os nucleétidos purinérgicos, a adenosina trifosfato (ATP)
libertada nas terminacdes nervosas ndo adrenérgicas ndo colinérgicas (NANC) e os
produtos do seu matabolismo (ADP; AMP) estdo envolvidos em varios processos
neurotransmissores e neuromoduladores. Os receptores purinérgicos mediadores das
respostas de ATP, adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP)
encontram-se distribuidos por todos os tecidos musculares lisos, células imunoldgicas,
plaquetas e células endoteliais vasculares (Sandra Fillipi e col., 1999).

Os nucledtidos purinérgicos tém uma potente actividade vascular a qual pode ser
constritora por actividade dos receptores do subtipo P, ou vasodilatadora através dos
receptores do subtipo P, (M. Shaley e col., 1999).

Os receptores do subtipo P,, estdo presentes nas células musculares lisas do
COrpo cavernoso e a sua activacao induz a contrac¢éo. Entre os receptores do subtipo
P2y, uns estdo localizados nas células endoteliais vasculares e induzem relaxamento
por um mecanismo dependente do endotélio (Olsson e col., 1990), pois apés a
estimulacéo pela Ach, ou por um agonista Py-purinérgico, verifica-se relaxamento do
musculo liso vascular pela producdo de factores-endoteliais relaxantes, e entre eles o
oxido nitrico parece ter um papel fundamental.

Outros estudos sugerem que os receptores P,, também se podem localizar no
tecido muscular liso trabecular, mas neste tecido n&o parece serem capazes de induzir
relaxamento por um mecanismo dependente do endotélio. Ainda ndo é bem conhecido
0 subtipo de receptor purinérgico para o ATP no musculo liso cavernoso e envolvido
no relaxamento (Sandra Fillipi e col., 1999).

A Adenosina (ADP) é gerada pela hidrélise do ATP por accdo extracelular de
transportadores de nucleosideos bi-direcionais. O ADP parece activar
preferencialmente entre os receptores P; dos terminais nervosos, 0s do subtipo Axa
(Correia Sé e col., 1994). Estes estudos foram realizados em animais de laborat6rio, o
que significa que no homem os mecanismos envolvidos podem ser diferentes. Assim
podemos salientar a importancia de se realizarem experiéncias farmacoldgicas em
tecido cavernoso humano para se retirarem melhores conclusdes e se desenvolverem

novos conhecimentos na fisiologia da disfuncéo eréctil.
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C — Papel das comunicacfes inter-celulares

Temos descrito factores que interactuam na modulacdo da fisiologia da ereccgéo
mas, apesar disso, algumas questdes ainda ndo estéo clarificadas como, por exemplo,

0 mecanismo responsavel pela rapidez da resposta, quase imediata, induzida pelos
mecanismos da erec¢ao ou apés a injec¢ao intracavernosa de PGE;.

E interessante a forma de distribuicdo terminal das fibras nervosas autonémicas
no tecido muscular liso. Neste, as fibras nervosas sdo escassas, dispersas, nao
formam uma rede intrincada e complexa como seria previsivel. Esta disposicao
anatomica da inervacdo autonémica, associada a escassez das fibras nervosas, faz-
nos pensar na existéncia dum mecanismo responsavel pela contrac¢do sincrona do
tecido muscular bem como pela rapidez da resposta relaxante. As comunicacfes
intercelulares do tecido muscular liso podem, muito provavelmente, estar implicadas
neste mecanismo de transmissdo. Formam

um conjunto de canais intercelulares, constituidos por proteinas conhecidas por
conexinas (Campos e col., 1993), capazes de assegurar a continuidade do citoplasma
entre as células adjacentes (Christ e col.,, 1993). Esta disposicdo entre células
adjacentes facilitaria a passagem de ifes e segundos mensageiros envolvidos no
mecanismo de relaxamento (Christ e col.,, 1992). No entanto, estas funcfes no
mecanismo fisiolégico da ereccdo ainda ndo estdo completamente conhecidas e

merecem um estudo mais profundo.
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3 — ANTAGONISMO FUNCIONAL DA ERECCAO
3.1 - PAPEL DOS PROSTANOIDES

O termo “prostandide” engloba uma familia de substancias sintetizadas a partir
de percurssores de acidos gordos constituintes da membrana celular: o acido linoleico,
o0 &cido timolénico e o acido araquiddnico, sendo este ultimo o mais importante (von
Dorp e col., 1964). O acido araquidénico (AA) faz parte dos fosfolipideos da membrana
e € libertado por accdo da enzima fosfolipase A, e fosfolipase C. Na sintese dos
prostandides, o acido araquidénico sofre num primeiro passo a catalizacdo da enzima
ciclooxigenase e, posteriormente, um conjunto de reac¢cbes em cascata por enzimas
especificas para a sintese de cada familia-prostanodide. Os prostandides existem em
condiges fisiologicas em varios tecidos do organismo, com o papel de moduladores
ou mediadores dum consideravel nimero de processos, sendo os seus efeitos
mediados por receptores especificos na membrana celular (Coleman e col., 1994).

A actividade das prostaglandinas (PGs) foi observada pela primeira vez por
Kurzrok e Lieb, em 1930, no fluido seminal humano. Esta observagéo foi confirmada e
desenvolvida por von Euler (1935). Porém, foram necessarios vinte anos para
Bergstrom e Sjovall (1957) conseguirem purificar as primeiras PGs, a PGE; e a PGF
2¢. Na década seguinte, as PGs incluiam outros membros como a PGD,. O interesse
por este grupo de substéncias foi crescendo e culminou com a descoberta de dois
novos compostos - 0 TxA, (Hamberg e col., 1975) e a PGI, (Moncada e col., 1976).

Na década de 70, ficou clarificado que as prostaglandinas tém capacidade de
desencadear uma diversidade de accfes, com uma grande instabilidade quimica,
embora n&o fosse conhecido o mecanismo, nem os locais de actuagdo na membrana
celular (os receptores-prostandéides). Foi desenvolvido um esfor¢o para identificar e
classificar estes receptores-prostanéides (R-P) com o objectivo de obter PGs estaveis
e com efeitos mais especificos (Kuechl e col., 1973; Powell e col., 1974). Os estudos
funcionais iniciados por Ahlquist (1948), com a intencdo de estudar os receptores de
membrana responsaveis pelos efeitos da noradrenalina e a adrenalina, acabaram por
serem fundamentais na clarificacdo dos diferentes receptores-prostandides. Nessa
altura, foi possivel classificar os receptores adrenérgicos nos subtipos o e 3, e que
ainda se mantém actuais. O seu trabalho foi desenvolvido, e anos mais tarde (Lands e
col. 1967) subdividiu o grupo 3, em f; e B,, 0 que na época foi considerado um facto

assinalavel.
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Esta area de estudo tornou-se atractiva e interessante, pois 0 mesmo
prostanodide desencadeava accdes diferentes conforme o orgdo-alvo, como também os
prostanoides induziam efeitos distintos nas mesmas amostras isoladas de tecido
muscular liso (Pickles, 1967). Nos anos seguintes procurou-se definir padrbes
consistentes de actividades dos agonistas-prostandides (Anderssen e col., 1980;
Gardiner e Collier, 1980). Foi descrita a primeira classificagdo de receptores-
prostandides fundamentada nos estudos funcionais com agonistas e antagonistas
(Kennedy e col.,, 1982; Coleman e col.,, 1983). Nesta sua classificagdo, Coleman
(1983) descreveu a existéncia de cinco tipos - DP, EP, FP, IP; TP - cada um deles
especifico para cada prostaglandina natural - PGD2; PGE2; PGF2a; PGl,; TxA,. A
familia dos R-EP foi subdividida, mais tarde, em EP,, EP,, EP; e EP, (Coleman e col.,
1987).

Os estudos posteriores evidenciaram a presenca de receptores-prostanodides
funcionais em vérios tecidos do organismo como o figado, o musculo liso, os
adipécitos, o corpo luteo, as plaquetas e o cérebro. No final da década de 60 (Butcher
e col., 1968) demonstraram que as prostaglandinas da série E no musculo liso eram
capazes de estimular a adenililciclase e aumentar o AMPc (Kuehl e col., 1972). No
entanto, a compreenséo deste efeito era complexo pois a PGE; nas plaquetas induzia
aumento de AMPc enquanto a PGE; induzia a diminui¢do (Shio e Ramwell, 1972) e
justificava os efeitos opostos verificados na agregacdo plaquetaria. Assim, a PGE;
favorece a inibicdo enquanto a PGE, potencia a agregacdo plaquetaria (Shio e
Ramwell, 1971), o que evidencia o paralelismo entre o AMPc e o efeito funcional da

prostaglandina.
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3.2 - RECEPTORES PROSTANOIDES RELAXANTES

A - RECEPTORES EP

Os receptores EP (R-EP) medeiam um conjunto de actividades biol6gicas que,
além da contraccdo e do relaxamento do musculo liso, aumentam a libertacdo de
neurotransmissores, inibem a lipdlise, a secrecdo acida do estdtmago e os mediadores
da inflamacdo (Coleman e col., 1994). Estas multiplas acc¢bes biologicas apontam,
claramente, para a presenca de varios subtipos de R-EP.

a - Subtipo EP,

Os receptores EP; foram os primeiros a serem identificados. Apresentam uma
distribuicdo global no organismo, pois podem encontrar-se na traqueia, no aparelho
gastro-intestinal, no miométrio, no Utero e na bexiga dos roedores (Senior e col.,1991).
A accdo mediada pelos receptores EP,, acoplados a proteinas Gi, capazes de
diminuirem a concentragéo intracelular de AMPc (Watabe e col., 1993). O sulprostone
foi o primeiro agonista EP; a ser identificado, mas também apresenta grande afinidade
sobre os receptores EP; (Bunce e col.,, 1990). Nao se descreveu, até ao momento,
nenhum agonista-selectivo dos receptores EP;, sendo que o iloprost apresenta maior
potencia hos R-EP1, que nos EP, e EP;, mas também é um agonista dos R-IP.

Em relacdo a actividade dos antagonistas-selectivos dos EP;, o SC-19220,
(Sanner, 1969) tem uma actividade anestésica local (Poll e col., 1989) e o AH6809

apresenta, igualmente, uma actividade antagonista nos R-DP (Coleman e col., 1985).

b - Subtipo EP,

Apresentam uma distribuicdo disseminada no musculo liso, onde produzem
sempre o relaxamento, nas células epiteliais gastricas, nas células inflamatérias e nos
nervos sensitivos aferentes (Coleman e col., 1987). Identificaram-se alguns agonistas
para os receptores EP, mas tém, simultdneamente, actividade para os receptores EP3,
o gque tem dificultado o seu estudo. O butaprost tem uma actividade agonista-selectiva,
embora reduzida, nos R-EP, (Gardiner, 1986), com uma actividade 100 vezes menor
gue a PGE,. Foram identificados outros agonistas como o AY23626 (Coleman e col.,
1987) e o misoprostol, mas também tém actividade para os R-EP; (Coleman e col.,
1994) o que limita muito a sua utilidade. No musculo liso induzem o relaxamento apés
estimulagcdo de proteinas Gs que activam a adeniliiciclase e aumentam as
concentracdes do AMPc (Honda e col., 1993).

N&o se conhece, até ao momento, um antagonista-selectivo destes receptores.
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C - Subtipo EP3

Os receptores EP; parecem ser os mais dificeis de caracterizar, pois apresentam
uma distribuicdo em varios orgdos como o aparelho gastrointestinal (inibem a
secrecdo acida) (Reeves e col., 1988), utero, veias, nervos autondmicos (inibem a
libertacdo do neurotransmissor), no SNC (hipotalamo, area pré-optica medial, locus
coeruleus) (Sugimoto, 1994), em adipdcitos (medeiam a inibicdo da lipdlise) (Strong e
col., 1992), na zona medular renal (inibem a reabsor¢édo de agua) (Sonnenburg e col.,
1988) e nas plaquetas. Nestas, apresentam uma actividade pro-agregante plaquetéria
(Jones e Wilson, 1990) e embora ndo induzam a agregacao por efeito directo sédo
capazes de potenciar outros agentes agregantes. Os receptores EP; estdo envolvidos
na inibicdo da secrecdo gastrica induzida pela histamina (Reeves e col.,1988), pelo
gue tém sido desenvolvidos estudos para a sua utilizagdo na clinica como anti-
ulceroso gastrico. Encontram-se acoplados a proteinas Gi que inibem as
concentragdes intracelulares de AMPc (Sonnenburg e col., 1990).

O agonista dos receptores EP,, sulprostone, evidéncia também uma fraca
actividade nos R-EP; (Bunce e col., 1990). Existem varios agonistas potentes dos R-
EP3;, pois foram inicialmente desenvolvidos com objectivos anti-ulceroso gastrico
(Collins, 1986), no entanto, estes agonistas também apresentam actividade para
outros receptores prostandides, sendo o euprostil e 0 GR63799 os que apresentem
maior selectividade para os R-EP3; (Reeves e col., 1988; Bunce e col., 1990).

Ainda nado se conhece nenhum composto com actividade antagonista dos R-EP3.

d - Subtipo EP,

Este subtipo EP,, foi 0 mais recente dos receptores EP a ser identificado na veia
safena de coelho (Lydford e col., 1996). Sabia-se que o relaxamento do musculo liso
da veia safena era mediado por um R-EP mas por nenhum dos conhecidos até esse
momento (EP,, EP,, EP3) (Coleman e col., 1994). Os R-EP, encontram-se distribuidos
também na veia jugular do coelho, traqueia do rato e no Utero do hamster (Lawrence e
col., 1992; Lydford e col., 1993).

Os R-EP, aparecem acoplados a proteinas Gs, com estimulacdo da
adenililciclase, o que leva a aumento das concentrages intracelulares de AMPc
(Kennedy e col., 1982). Outra caracteristica dos receptores EP4, em relagdo aos
restantes, é o facto de poderem ser bloqueados por antagonistas dos R-TP (Coleman
e col., 1994).
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B - RECEPTORES IP

A PGI, é sintetizada pelo endotélio vascular e desempenha um importante papel
no tonus vascular local e como anti-agregante das plaquetas (Moncada, 1982). Nao
surpreende, portanto, que os receptores IP tenham uma localizacdo predominante nas
plaquetas e no musculo liso vascular arterial (Oliva e col., 1987). Os R-IP podem-se
encontrar noutros tecidos, particularmente, nas termina¢cdes dos nervos sensitivos e,
por este facto, podem estar envolvidos em sindromes dolorosos (Birrell e col., 1993).

A PGlI, tem sido utilizada na clinica como inibidor da agregacao plaquetaria e
vasodilatador no tratamento de doengas vasculares oclusivas. A maior dificuldade no
estudo da PGl é a sua instabilidade quimica, com uma duracao de ac¢do muito curta,
o que tem dificultado diferenciar os receptores IP vasculares e os das plaguetas. Esta
dificuldade tem conduzido a procura de analogos-selectivos mais estaveis, tendo sido
o iloprost, o primeiro a ser identificado (Schrdr e col.,, 1981), que in vivo tem uma
duracdo de accgdo longa (Skuballa e col.,, 1985). Recentemente, foi descoberto o
cicaprost (Sturzebecher e col.,, 1985), outro agonista dos R-IP, mais selectivo e
potente que o iloprost.

Os R-IP aparecem acoplados a proteinas Gs que activam a adenililciclase (Siegl
e col., 1997; Hashimoto e col., 1990). A formacdo de AMPc parece ser o Unico sinal de
transducdo para os R-IP, no entanto, tém surgido referéncias sobre a PGl, e os
analogos que sugerem a possibilidade dos R-IP poderem ser mediados por outra via

gue induz relaxamento, a do Factor Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (FHDE),
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3.3 - RECEPTORES PROSTANOIDES CONTRACTEIS

A - RECEPTORES TP

Os Receptores do tromboxano A, (R-TP) distribuem-se, difusamente, no
musculo liso trabecular (Hedlund e col., 1989), no leito vascular (arterial e venoso), nas
plaquetas, nos miofibroblastos, nas células mesangiais do rim e no epitélio do tracto
gastrointestinal (Coleman e col., 1994). Tém um papel muito importante na actividade
vasoconstritora e na agregacdo plaquetaria (Coleman e col., 1989; Malmsten e col.,
1976). Existe uma ampla variedade de agonistas selectivos dos R-TP, sendo o mais
difusamente usado o U46619 (Nakano e col., 1988) por ter maior selectividade e um
perfil farmacolégico semelhante ao TXA, (Coleman e col., 1989). Este agonista,
U46619, provoca a contracgdo do musculo liso vascular (Yamagishi e col., 1992) e,
quando se adiciona a células em cultura de musculo liso verifica-se aumento de IPa.
Faz pensar que a contraccdo do musculo liso em resposta aos agonistas do TxA,,
envolve a interac¢do duma proteina G (Gq), acopolada a fosfolipase C (PLC) com a
libertacdo de IP; e o Diacilglicerol (DAG) com aumento da concentracdo do calcio
intracelular. E interssante referir que o tecido muscular liso vascular também contém
receptores TP (Uski e col., 1995; Hedlund e col., 1985).

O SQ29548 (Hedberg e col. 1988) é um antagonista selectivo dos R-TP muito

utilizado nas experiéncias de laboratério.

B - RECEPTORES FP

A PGF,, é o agonista natural dos receptores FP (R-FP), embora nao seja

selectiva, pois pode ter alguma actividade nos R-EP e R-TP. O fluprostenol, um
analogo da PGF,,, tem uma potencia e selectividade elevadas para os R-FP (Duckes

e col., 1974; Coleman, 1987). Em relagdo as suas funcdes bioldgicas, os receptores
FP existem numa enorme variedade de tecidos, particularmente no corpo lateo, onde
parecem desempenhar um papel fundamental no ciclo reprodutor da mulher
(Dennefros e col., 1983). Em alguns roedores, e também no homem, os R-FP tém
actividade na contractilidade do miométrio (Whalley e col., 1980; Senior e col., 1992).
No cédo existem R-FP no musculo liso das vias aéreas com uma forte actividade
contractil (Coleman e col., 1985). O tecido onde o seu estudo tem sido muito positivo,
€ no musculo esfincteriano da iris, onde os R-FP medeiam a contrac¢édo (Coleman e

col., 1987). Neste, tém provado serem eficazes na diminuigcdo da presséo intra-ocular
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e, por esta razdo, utilizados na clinica no tratamento do glaucoma (Woodward e col.,
1989).

Os R-FP actuam na proteina Gq, que activa a fosfolipase C, liberta DAG e o IP3
que medeiam a mobilizagdo do célcio do reticulo sarcoplasmético e, deste modo,
aumentam a sua concentragcdo no citoplasma produzindo a contraccdo celular
(Behrman e col., 1985).

C - RECEPTORES DP

O estudo dos receptores DP tem sido dificil por existirem sempre em associacéo
com outro tipo de receptor prostanéide. Encontram-se distribuidos nas plaguetas, no
masculo liso vascular, no Gtero, no aparelho gastro-intestinal e no sistema nervoso
central (Coleman e col., 1993). Entre as respostas mediadas pelos receptores DP,
encontra-se a inibicdo da agregacao plaquetéria (Maclintyre e col., 1987) e a libertacao
de neurotransmissores do sistema nervoso autonomo.

Tem sido identificada uma actividade excitante em alguns nervos sensitivos
aferentes e assim poderem induzir hiperalgesia (Ferreira e col., 1983; Horiguichi e col.,
1986).

A descoberta do agonista selectivo dos R-DP, BW245C (Caldwell e col., 1979) e
do antagonista, N-0164 (Maclintyre e col., 1977) permitiu identificar a actividade dos
receptores DP na membrana celular, os quais se encontram ligados a proteinas Gs

capazes de estimular a adenililciclase e a formagéo de AMPc (Kuehl e col., 1973).
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4 — OBJECTIVOS

4.1 - RELEVANCIA CLINICA DA PGE; NA DISFUNGCAO ERECTIL

A injeccdo intracavernosa de Prostaglandina E; (PGE;) foi utilizada, pela
primeira vez, no diagnostico e tratamento da disfungéo eréctil em 1982 (Virag e col.,
1984). Apbs a injecgdo no corpo cavernoso, a PGE; € metabolizada, na sua primeira
passagem pelos pulmdes, entre 80 a 90% da quantidade administrada. A PGE; limita
a incorporacao de lipoproteinas de baixa densidade nas paredes vasculares (por este
mecanismo diminui os fendmenos de aterosclerose) e reduz também os efeitos do
TGFp, - factor transformante do crescimento f;, (Moreland e col., 1994) durante o
estado de hipoxia celular e / ou na fase de flacidez (Saenz de Tejada e col., 1993).
Esta inibicdo dos TGFB; é muito importante para o relaxamento do musculo liso
trabecular que associada a accao inibidora na adesédo dos leucdcitos (Kubs, 1992) e
da agregacdo plaquetaria parece proteger o pénis da trombose durante a ereccao
prolongada (Smith, 1989) e explicar a quase auséncia de fibrose dos corpos
cavernosos nos doentes integrados no esquema de auto-injeccdo de PGE,, se a
comparar com o grupo da papaverina.

Os indices de resposta clinica a injecgéo intracavernosa de PGE; variam entre
60 e 70% nos doentes com disfuncao eréctil (Buvat e col. 1996, 1998; Linet e Ogring
1996; Porst 1996). Esta analise global, fundamentada na extensa experiéncia clinica
em todo o mundo, permite reconhecer na injeccdo intracavernosa de PGE;, uma
opcao terapéutica eficaz para a disfuncédo eréctil. No entanto, apesar do indice elevado
de respostas clinicas eficientes verificamos, por razdes ainda ndo esclarecidas, que
um namero consideravel de doentes ndo responde a esta terapéutica e apresentam
uma grande variabilidade na dose a administrar. Esta pode variar entre 0,5 a 20 ug
(Linet e Ogring, 1996) e nalguns casos houve necessidade de aumentar a dose para
40 ng (Porst, 1996). Este autor apresentou, em 1996, a experiéncia clinica por todo o
mundo com a utlizagcdo de farmacos vasoactivos administrados por via intra-
cavernosa no tratamento da disfungéo eréctil. A PGE;, comparada com a papaverina
isolada ou a papaverina em associacdo com a fentolamina, apresenta uma eficacia

clinica superior e um risco minimo de priapismo (0,36%).

Na andlise comparativa com outros farmacos constata-se que a dor no local da
injeccdo (ou apenas uma sensacdo desconfortavel) foi a maior queixa dos doentes
tratados com a PGE;. No entanto, a presenca de nddulos ou fibrose dos corpos
cavernosos foi muito menor. A taxa de abandono do método ainda é elevada, tendo
presente a relagdo eficicia elevada / reduzida morbilidade (Porst e col., 1998). As
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raz6es mencionadas para o seu abandono foram vérias, como seja 0 aparecimento de
ereccdes espontaneas, problemas com a companheira, a insatisfagdo com o método
e, nalguns casos, a falta de eficacia como acontece entre 30 e 40% dos doentes
(Arrondo, 1997).
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4.2 - OBJECTIVOS DO TRABALHO:

1 — Caracterizar os receptores prostanoides que medeiam a contraccdo e o

relaxamento do musculo liso trabecular do corpo cavernoso humano.

2 — Analizar as respostas do musculo liso trabecular humano a exposicao
in vitro da PGE;, de forma individualizada, e a sua relacdo com as
respectivas respostas clinicas da PGE; intracavernosa nos mesmos

doentes.

3 — Avaliar os efeitos da combinacéo de PGE; com o SNO-GIlu no relaxamento

do musculo liso trabecular do pénis
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4.3 - METODOLOGIA

Tecidos de corpo cavernoso humano

As amostras de tecido cavernoso humano foram obtidas em homens com
disfuncéo eréctil, estudados em varios centros, no momento da colocagdo duma
protese peniana. Todos os protocolos das experiéncias foram aprovados pela
Comisséo de Etica.

Os tecidos recolhidos foram mantidos entre 4 - 6°C, numa solucdo M-400
(composta em 100 ml: manitol - 4,19 g; KH,PO,. - 0,205 g; K,HPO,. 3H,0 - 0,97 g;
KCI - 0,112 g; NaHCO; - 0,084 g; a pH 7,4) e, utilizados entre 2 e 16 horas apds a

extraccdo (Simonsen e col., 1997).
Camara de estudo de orgaos

Recolhemos de cada amostra varias tiras de tecido cavernoso com a forma
cilindrica de 6 mm de comprimento e 3 mm de didametro. Utilizando fios de seda 3/ 0,
atamos um né em cada extremo da tira do tecido cavernoso. Em seguida, fixamos o
extremo superior ao transdutor de for¢ca e o extremo inferior a lamina do copo de vidro
ficando, deste modo, as tiras de corpo cavernoso mergulhadas totalmente na camara
de orgdos. Preenche - se cada camara com 8 ml de liquido de Krebs - Henseleit
(KHS), mantida a 37 °C de temperatura, oxigenada com 95% CO, / 5% O,, e o pH 7,4.
A solucdo KHS tem a seguinte composicdo, expressa em mM:

NaCl - 115; KCI - 4,6; CaCl, - 2,5; KH,PO, - 1,2; MgSO,. 7H,0 - 1,2; NaHCO; -
25; EDTA Nas. 2H,0 - 0,01; Glicose 11,1

As camaras encontram-se rodeadas por um circuito fechado de agua destilada,
que se aquece num banho termo-regulador ajustado para manter a temperatura do
KHS no interior das camaras a 37° C. O transdutor de for¢a esta ligado a um sistema

informatico MacLab de registo digital dos dados (AD Instruments,Castle Hill, Australia).
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Esquema da tina de orgéos

Ap6s a montagem deste sistema comegamos a estirar o tecido cavernoso a
partir duma forga inicial de 1,5 a 2 gramas. Assim vai permanecer, sem qualquer
manipulacdo, durante 60 minutos (de forma que o tecido cavernoso estabilize o tonus
basal). Durante este periodo de tempo procedemos a lavagens periddicas da camara
de orgaos com o liquido de KHS, a fim de serem retirados alguns restos de sangue, 0s
quais vao-se desprendendo, lentamente, do tecido cavernoso. Apés este periodo de
estabilizacdo os tecidos sdo expostos a fenilefrina numa concentracdo de 1uM.
Esperamos que surja uma curva em planalto, para registar a amplitude da contraccao,
e lavamos de imediato mais duas vezes com liquido de KHS. Aguardamos 15 minutos
para que o tecido cavernoso estabilize por completo. Provocamos novo estiramento,
para 0,5 a 1 grama superior, e voltamos a aguardar 5 minutos, para que o tecido volte
a estabilizar. Voltamos a repetir a dose de 1 uM de fenilefrina, para nova contracgéo
do tecido cavernoso, esperando que se estabeleca nova curva em planalto, para a
registarmos. O tecido deve aumentar contraccdo de forma progressiva. Repetimos
esta manobra até verificarmos que, entre dois estiramentos sucessivos, 0 aumento &
inferior a 10%. Este € o ponto de tenséo isométrica 6ptima do tecido o qual tem o valor
médio de 4 a 6 gramas. Cada amostra de tecido foi, desta forma estirada
gradualmente, até a tensdo isométrica Optima determinada pela resposta contractil
maxima a 1 uM de fenilefrina (Kim e col., 1991; Azadzoi e col., 1992). Suspendemos,

neste momento, os estiramentos do tecido cavernoso.
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Lavamos novamente o tecido, e adicionamos nitroprussiato de sédio a 0,1 mM,
com o objectivo de provocar o relaxamento completo do tecido cavernoso, incluindo o
seu tonus esponténeo. O relaxamento deve ser maximo pelo que marcamos, este
ponto, como ponto zero. Realizamos, entdo, lavagens sucessivas (4 a 5 vezes) para
retirar todo o nitroprussiato de sddio, e aguardamos 20 minutos. Depois, adicionamos
liquido de KHS com 120 mM de potassio (KKHS) para provocar uma contrac¢ao
tedrica maxima do tecido cavernoso. A solu¢cdo KKHS é igual a solucao KHS, mas o
NaCl foi substituido por KCI. Aguardamos até obtermos uma curva em planalto, e
registamos o grau de contrac¢do. Lavamos, em seguida, varias vezes (4 a 5 no total)
durante 30 minutos.

Para estudar as respostas contracteis sobre as tiras do tecido de corpo
cavernoso humano, administramos concentracdes crescentes de agonistas

contracteis, sem estimular o seu tonus basal. Nalguns casos, as respostas foram
estudadas na presenca do antagonista dos receptores do tromboxano As, o0 SQ29548

(0,02 uM), que adicionamos ao banho 20 minutos antes de realizar a curva da dose -
resposta. As respostas contracteis sao expressas como a percentagem da contracgao
obtida apos a exposicdo do tecido a KKHS. Todos os dados s&o expressos como a
média + do erro de referéncia (SEM).

As respostas relaxantes, uma vez alcancada a contrac¢do estavel induzida pela
adicdo prévia de fenilefrina (1uM), foram avaliadas pela adigdo progressiva de
concentracdes crescentes dos compostos nas amostras de tecido cavernoso. Nas
experiéncias com acido araquidénico (AA) adicionou-se apenas uma concentragédo
(100 uM) e determinou-se o grau de relaxamento em relagdo ao tempo. As respostas
relaxantes sdo expressas como a percentagem do relaxamento total (perda do tonus)
induzido pela adi¢cdo de 0,1mM de HCI de papaverina na camara de orgaos no final
das experiéncias. Todos os dados sdo expressos como a média + do erro de
referéncia (SEM).

Determinacao da quantidade de nucleétidos ciclicos no tecido

trabecular humano

Fomos quantificar os nucleétidos ciclicos, AMPc e o GMPc, do tecido muscular
liso trabecular apos exposicao aos diferentes tratamentos. Neste sentido, deixamos as
amostras de tecido cavernoso humano estabilizar durante 90 minutos no banho em
KHS borbulhado com 95% O, e 5% CO,. Em seguida, cada amostra de tecido foi

estirada, progressivamente, para a tensdo isométrica Optima determinada pela
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resposta contracti a 1 uM de fenilefrina. Depois de esperar 45 minutos para
estabilizacdo, foram contraidas com fenilefrina (1 uM) e tratados com controle ou
PGE; em concentracdes diferentes durante 5 minutos. Foram congeladas ime-
diatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, sendo retiradas apenas
para extrac¢do de nucledtidos ciclicos. Nesta fase, depois de retiradas do congelador,
e ainda congeladas, foram pulverizadas. Estes tecidos, assim pulverizados, foram
homogenizados em 3 ml de 4cido tricloroacético a 6% e, posteriormente, centrifugados
durante 20 minutos, entre 0° C e 4° C, a 5.000 r.p.m. num Rotor J A 20, a + 2.000 g.
Uma vez centrifugados, deixamos o sedimento no fundo do tubo de ensaio, aspiramos
o0 sobrenadante (contém os nucleétidos dissolvidos no acido tricloroacético).
Congelamos o sedimento de imediato a -20°C, para podermos determinar as
proteinas. Para extrairmos o acido tricloroacético e o separarmos dos nucledtidos,
adicionamos ao sobrenadante éter etilico saturado com agua. Para isso, adicionamos
a cada 500 ml de éter etilico 50 ml de 4gua, deixamos repousar durante 15 minutos e
decantamos a &gua. Adicionamos éter etilico saturado, quatro vezes (12 ml) a
quantidade da porcdo aquosa, e agitamos num misturador eléctrico durante 30
segundos. Esta mistura fica em repouso durante 15 minutos. A camada aquosa fica
no fundo do tubo de ensaio por ter maior densidade. Aspiramos a camada superior
(camada etérea), e adicionamos novamente éter etilico saturado, numa quantidade
quatro vezes a porcdo aquosa e agitamos durante 30 segundos. Repetimos estas
manobras mais trés vezes. No final, a por¢do aquosa que contém os nucleétidos é
congelada de imediato, em gelo seco, para serem extraidos mais tarde. Esta mistura,
agora solidificada vai ser colocada num liofilizador, a pressao e temperatura negativas,
para liofilizar os nucleétidos ciclicos, ou seja, retirar toda a agua que sob estas
condi¢Bes passa do estado so6lido a gasoso (sublimacdo). Nestas condi¢cbes podem
ficar armazenadas a -20° C, até que sejam reconstituidos em 500 ml de tampao para
determinar a concentracdo de AMPc y GMPc pelo método Elisa, usando um conjunto
da Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI).

Os dados das experiéncias sdo expressos em picomoles (pmoles) de AMP ou

GMP por mg de proteina tecidular
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Determinacédo das proteinas

Em virtude dos fragmentos de tecido terem tamanhos diferentes, a quantidade
de proteinas e de nucleétidos ciclicos neles contidos, seriam proporcionais ao
tamanho. Com o objectivo de uniformizar a relagcao entre a quantidade de nucle6tidos
ciclicos / efeito farmacologico, procedemos a determinacdo da quantidade de
proteinas, que reflectem melhor o tamanho do tecido, e expressamos os nucle6tidos
ciclicos em picomoles de AMP ou GMP por mg de proteina tecidular.

As proteinas foram determinadas usando o método Lowry com albumina de soro

bovino como referéncia (Lowry e col., 1951).

Drogas e Materiais

O acido araquidonico, a fenilefrina, a prostaglandina Fy, (PGF2(), 0 U46619 (9,

11-dideoxy-9a, 11la-epxymethano PGF2) e a indometacina foram obtidos da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO).

O sulprostone, o fluprostenol, a prostaglandina Eo (PGE>) e a prostaglandina D>

(PGDy) foram adquiridos a Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).
O SQ29548 foi adquirido a Research Biochemical International (Natick, MA).
A prostaglandina E1 - a-ciclodextrina (PGE;-aCD) foi fornecida pela Schwarz-

Pharma.

O SNO-Glu foi cedido por gentileza pela Nitromed Inc. ( Bedford, MA ).

O butaprost foi uma oferta do Dr. Gardiner da Bayer PLC.

Os derivados prostandides foram dissolvidos na concentracdo 10 mM em etanol
e diluidos em 4gua destilada no momento das experiéncias.

A PGE; -a-CD e as drogas nao-prostandides foram dissolvidas em &agua

destilada no momento das experiéncias.

A indometacina foi dissolvida em 1,5 mM de Na,COs.
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4.4 — AVALIACAO ESTATISTICA

Para a comparacdo de curvas completas de dose — resposta empregou-se a
analise da varianza (ANOVA) de dois factores, que permite a comparacédo estatistica a
um tempo de todas as concentracfes empregadas. Para esta analise empregou-se 0
programa informatico StatView para computadores Apple.

Quando se comparou o resultado pontual de dois grupos (por exemplo, ECsg)
empregou-se a analise da t Student. Quando houve mais de dois grupos empregou-se
um ANOVA dum s6 factor seguido dum teste Student-Newman-Keuls. Para estas
analises utilizou-se o programa informatico GraphPad InStat para computadores
Apple. Um p < 0.05 considera-se estatisticamente significativo.

A determinacdo de sinergismo para a combinacdo de PGE; e SNO-Glu foi
realizada de acordo com o “ método isobole” (Berenbaum, 1989). Este método aplica a
equacdo dy / Dy + dp / Dp =1, para definir efeitos aditivos entre dois agentes A e B,
onde d, e dy s@o as concentragfes dos agentes A e B na combinag&o necessaria
para obter um determinado nivel do efeito, que no nosso estudo foi o relaxamento; Dy
e Dy séo as concentragdes das drogas, isoladas, e necessarias para obter o0 mesmo
nivel de efeito. Aplicando esta equagdo, a cada doente, determinamos as
concentracdes teoricas da combinagdo de PGE; e SNO-Glu (sempre na relagdo molar
de 1:100) necessérias para obtermos niveis diferentes, e préviamente especificados,
de relaxamento do musculo liso trabecular (10%, 20% , 40% , 60% e 70%), quando
sdo assumidos, apenas, os efeitos aditivos entre estes dois agentes.

[PGE1] na combinacéao +1 00 - [PGE,] na combinacao
[PGE,] isolada [SNO-Glu] isolado

=1

[PGE;] € a concentracdo teérica de PGE; na combinag¢do, necessaria para obter um
nivel especifico de relaxamento, quando apenas estédo presentes efeitos aditivos. Neste estudo
a [SNO-Glu] é 100 vezes mais elevada que a [PGEL1].

Com estes dados, construimos uma curva teérica, a qual foi comparada com a curva

obtida nas experiéncias usando a combinacao de PGE; com SNO-Glu.
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5- RESULTADOS

Avaliacdo do antagonismo funcional entre os prostandides contracteis

e os relaxantes

Com o objectivo de avaliar a presenca dum antagonismo funcional entre os
prostandides, contracteis e relaxantes, adicionamos 100 uM de &cido araquidonico
(AA) a amostras de tecido cavernoso humano, préviamente, contraidas com fenilefrina
e verificamos que provocava relaxamentos modestos.

Quando adicionamos a estas amostras a indometacina (10 uM), a qual bloqueia
a sintese de prostanoides por uma accao inibidora sobre a ciclooxigenase, verificamos
que inibia os relaxamentos induzidos pelo AA. Pelo contrario, ao adicionar um
antagonista dos R-TP (SQ29548), verificamos um relaxamento acentuado em resposta
ao AA (Fig. 12), o que sugere a formagdo de prostandides contracteis e relaxantes a
partir do AA.

Fig. 12 — Efeitos do tratamento com indometacina (10 uM) ou SQ29548 (0.02 uM) na perda de
tonus induzida pela adicdo de &cido araquidonico (AA: 100 puM) nas tiras de musculo liso
trabecular humano contraidas com fenilefrina. Os dados sao expressos como a média+SEM da
percentagem do relaxamento total induzido por 0.1 mM de HCI papaverina. n indica o0 nimero
de doentes a quem se retirou tecido para as experiéncias. *** indica p<0.005 versus resposta

controle por um teste de dois-factores ANOVA.
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Analise das respostas contrécteis induzidas pelos prostanéides no

musculo liso trabecular humano

Fomos analisar as respostas farmacolégicas induzidas pelo anélogo do
tromboxano A, (U46619), pela PGF,,, pelo agonista dos R-FP (fluprostenol) e pelo
agonista dos R-EP; e R-EP; (sulprostone) nas amostras de tecido cavernoso humano.
Verificamos que o U46619 apresenta uma potente actividade contractil do masculo liso
trabecular (ECso 8.3 £ 2.8 nM). A PGF,, produziu também respostas contracteis,
porém com concentracfes muito mais elevadas (ECso 6460 + 3220 nM) e 0 agonista
selectivo dos receptores FP, fluprostenol, foi ainda menos potente (ECs, 29540 =+
14040 nM).

O agonista dos R — EP, do tipo EP; e EP;3 (sulprostone), ndo induziu nenhuma
actividade contractil, pelo que podemos deduzir que estes receptores EP nao

medeiam as respostas contracteis no tecido cavernoso humano. (Fig. 13)

Fig. 13 — Respostas contracteis induzidas pelo analogo do tromboxano A,, U46619 (0.01 nM a
3 uM); pela prostaglandina F,, (PGF,, 1 nM a 100 uM); pelo agonista do receptor FP,
fluprostenol (1 nM a 100 uM) e o agonista para os receptores EP; e EP3, sulprostone (1 nM a
100 uM) nas tiras de musculo liso trabecular humano. Os dados sdo expressos como a média +
SEM da percentagem da contrac¢do induzida por 120 mM K* (KKHS). n indica o nimero de

doentes a quem se retirou tecido para as experiéncias.
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Fomos em seguida, analizar os efeitos do tratamento com o antagonista dos
receptores TP (SQ29548), que ndo modificou o ténus basal, nas curvas de dose-
resposta induzida pelo U46619, e verificamos um deslocamento da curva para a direita

(ECs0 115.2 + 39.9 nM), sem alteracdo da resposta maxima (Fig.14).

Fig. 14 — Efeitos do tratamento com o antagonista dos receptores TP, SQ29548 (0.02 uM) nas
respostas contracteis induzidas pelo analogo do tromboxano A,, U46619 (0.01 nM a 3 uM) nas
mesmas tiras de musculo liso trabecular humano. Os dados sao expressos como a média +
SEM da percentagem de contraccdo maxima obtida na auséncia de SQ29548. n indica o
namero de doentes a quem se retirou o tecido para as experiéncias. *** indica p<0.005 versus

resposta controle por um teste de dois factores ANOVA.
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Procedeu-se da mesma maneira, o bloqueio dos R-TP com SQ29548 (0.02 uM),
0 que provocou uma inibicdo significativa das respostas contracteis induzidas pela

PGF,, e o fluprostenol (Fig. 15 A e Fig.15 B).

Fig. 15 A — Efeitos do tratamento com o antagonista dos receptores TP, SQ29548 (0.02 uM)
nas respostas contracteis induzidas pela prostaglandina F,, (PGF,,: 1 nM a 100 uM) nas
mesmas tiras de musculo liso trabecular humano. Os dados sao expressos como a média +
SEM da percentagem de contraccdo maxima obtida na auséncia de SQ29548. n indica o
numero de doentes a quem se retirou o tecido para as experiéncias. *** indica p < 0.005 versus

resposta controle por um teste de dois factores ANOVA.
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Fig. 15 B — Efeitos do tratamento com o antagonista dos receptores TP, SQ29548 (0.02 uM)
nas respostas contracteis induzidas pelo agonista dos receptores FP, fluprostenol (1nM a 100
pM) nas mesmas tiras de musculo liso trabecular humano. Os dados s@o expressos como a
média + SEM da percentagem de contrac¢cdo maxima obtida na auséncia de SQ29548. n indica
0 numero de doentes a quem se retirou o tecido para as experiéncias. *** indica p < 0.005

versus resposta controle por um teste de dois factores ANOVA.
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Andlise das respostas relaxantes induzidas pelas prostaglandinas

no musculo liso trabecular humano

Fomos analisar as respostas farmacologicas induzidas, em concentracfes
crescentes, pelas prostaglandinas PGD,, PGl,, PGE;, PGE, e 0 agonista selectivo dos
receptores EP,, butaprost, nas amostras de tecido cavernoso de pénis humano
contraido pela fenilefrina. Verificamos que a administracdo dos agonistas endégenos
dos receptores DP e IP, a PGD, e a PGl,, respectivamente, ndo induziram um efeito
relaxante e, pelo contrario, em concentracbes elevadas produziram contraccdes
ligeiras. Os agonistas dos receptores EP, a PGE; e a PGE,, e o0 agonista selectivo do
subtipo EP,, butaprost, foram avaliados em tiras de tecido cavernoso humano,
préviamente, contraido pela fenilefrina. Os trés foram capazes de produzir um efeito
relaxante consistente, embora a PGE, tenha apresentado uma poténcia superior a
PGE; e ao butaprost (ECsg 16.3+3.8; 93.8+31.5 e 182041284 nM para a PGE,, a PGE1

e ao butaprost, respectivamente) (Fig 16).

Fig. 16 — Apresenta as respostas induzidas pela prostaglandina D, (PGD, - 1 nM a 10
uM); pela prostaciclina (PGl, - 1 nM a 10 uM); pela prostaglandina E; (PGE; - 1 nM a 3 uM);
pela prostaglandina E, (PGE, - 1 nM a 3 uM) e pelo agonista selectivo dos receptores EP,,
butaprost, (1 nM a 100 uM) em tiras diferentes de musculo liso trabecular humano contraido
com fenilefrina. Os dados sdo expressos como a média + SEM da percentagem do
relaxamento total induzido por 0.1 mM de HCI papaverina. n indica o nUmero de doentes a
quem se retirou tecido para as experiéncias.
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Quantificacdo dos nucleétidos ciclicos

Fomos quantificar os nucleétidos ciclicos, AMPc e o GMPc, do tecido muscular
liso trabecular ap6s exposicdo a PGE; (em concentracfes crescentes). A adicdo de
PGE; (nas doses de 0.1, 1 e 10 uM) provocou aumento significativo de AMPc,
dependente da concentracdo e com significado estatistico a partir da concentragéo de
1 uM. No entanto, os niveis de GMPc permaneceram inalterados para as mesmas

concentracdes de PGE; (Fig. 17).

Fig. 17 — Quantificamos o AMPc (A) e GMPc (B) tecidular do musculo liso trabecular humano
apos exposicao a prostaglandina E; (PGE; : 0.1, 1 e 10 uM). Os dados sdo expressos como a
média + SEM de pmol AMPc ou GMPc por mg de proteina tecidular. n indica o nimero de
doentes a quem se retirou tecido para as determinagdes. ** p < 0.01; *** p<0.005 versus

controle (pelo teste ANOVA dum factor seguido do teste Student-Newman-Keuls).
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Avaliacdo do efeito da activacdo dos receptores TP sobre os relaxamentos

Induzidos pela PGE;

Avaliamos as respostas a PGE; nas tiras de tecido trabecular humano na
auséncia e na presenca de U46619 (3 nM). Verificamos que a activacdo dos R-TP
com U46619 era capaz de inibir os relaxamentos induzidos pela PGE; provocando um
desvio da curva para a direita, sem alterar a resposta maxima, 0 que prova que as
prostaglandinas contracteis inibem, num antagonismo-funcional, os relaxamentos da
PGE; (Fig. 18).

Fig. 18 — Mostra os efeitos do tratamento com U46619 (3 nM) nos relaxamentos induzidos pela
prostaglandina E; (PGE;: 1 nM a 10 uM) nas mesmas tiras de musculo liso trabecular humano
contraido com fenilefrina. Os dados sdo expressos como a média + SEM da percentagem do
relaxamento total induzido por 0.1mM de HCI de papaverina. n indica o0 nimero de doentes a
quem se retirou tecido para as experiéncias. *** indica p<0.005 versus resposta controle por

um teste de dois factores ANOVA.
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Estudo dos relaxamentos a PGE; e a sua correlagdo com a resposta clinica

Foram estudados, individualmente, os relaxamentos induzidos pela PGE; em
tiras de corpo cavernoso de 39 doentes com disfuncdo eréctil. Realizamos curvas de
dose - resposta por adi¢cdo de PGE; (1 nM a 10 uM) a tiras de corpo cavernoso destes
doentes, previamente, contraidas com fenilefrina (LuM). Encontramos uma grande
variabilidade nas respostas relaxantes induzidas pela PGE; que variaram entre os
60% e os 100% de relaxamento maximo, assim como uma grande variabilidade na
sensibilidade dos tecidos a PGE; (Fig. 19 A).

Fig. 19 A — Apresenta as respostas individuais a PGE; (1 nM a 10 uM) nas amostras de
musculo liso trabecular humano, préviamente, contraido com fenilefrina (1uM). Os dados séo
expressos como a percentagem de relaxamento total induzido por 0.1 mM de HCI de

papaverina. n indica o nimero de doentes a quem se retirou tecido para as experiéncias.
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Calculamos a ECs individual, ou seja, a concentracdo necessaria para obter
metade da resposta maxima induzida pelo composto (média 0.226 uM; desvio-padréo
0.418; e a variacdo de 0.01 a 10 uM). Avaliamos também o relaxamento maximo
obtido para a PGE; em cada grupo de doentes (média 83.5%; desvio-padrao 12.0; e
uma variabilidade entre 60 até 100 %) (Fig. 19 B).

Fig. 19 B — Foram estudados, individualmente, os relaxamentos induzidos pela PGE; em tiras
de corpo cavernoso de 39 doentes com disfungéo eréctil. Verificou-se uma grande variabilidade
das respostas relaxantes induzidas pela PGE; no musculo liso trabecular dos diferentes
doentes, do que resultou uma grande amplitude de diversas ordens de grandeza nos valores
de ECs, (média 0.226 uM; desvio padrdo 0.418; variagdo desde 0.01 a 10 uM) e uma grande
variabilidade no relaxamento maximo (média 83.5 % ; desvio-padrao 12.0 ; variagdo de 60 até
100 %). A ECs, define-se como a concentracdo de PGE; (em uM) necesséaria para obter

metade da resposta méxima a esta droga.
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Correlacéo da resposta clinica pela injeccéo intracavernosa de PGE;

Para o estudo das respostas individuais a PGE1, foram incluidos 39 doentes com

respostas individuais a PGE4, tendo sido calculada a ECsq individual (ou seja, a
concentracdo necessaria para obter metade da resposta méxima induzida pelo

composto) bem como os relaxamentos maximos para a PGE;. Os doentes foram

divididos em dois grupos de acordo com a resposta eréctil clinica a PGE, (mé& / parcial

ou completa), tendo o grau de tumescéncia do pénis sido avaliado pelo Médico

Assistente, no exame visual e fisico ap0s a injeccao intracavernosa de Alprostadil
(PGEy).

Os doentes com historia clinica completa foram divididos em dois grupos de
acordo com a resposta eréctil induzida pela injeccédo intracavernosa de PGE; (méa /
parcial ou completa) e confirmada pelo seu Médico Assistente. A analise destes dados
mostrou uma correlagdo entre a eficacia clinica da PGE; e a amplitude dos
relaxamentos obtidos in vitro com o mesmo farmaco. Nas amostras de tecido
cavernoso dos doentes com melhor resposta clinica a PGE;, encontramos valores
menores da ECs, para a PGE; assim como um relaxamento maximo, significativa-

mente, maior. (Fig. 20)

Fig. 20 — Apresenta os valores de ECs, para a PGE; (em cima) e as respostas de maximo
relaxamento para a PGE; (em baixo) obtidas nas tiras de tecido muscular liso trabecular
humano contraidas com fenilefrina (1 pM). Os tecidos foram divididos em dois grupos
dependendo da resposta eréctil do doente (m4, n=24 / parcial ou completa, n=15) a injeccdo
intracavernosa de alprostadil (PGE,). Os dados de relaxamento maximo sédo expressos como a
percentagem do relaxamento total induzido por 0.1 mM de HCI de papaverina. * p<0.05 e **

p<0.01 entre os grupos pelo teste t de Student ndo parelhado.

77



Avaliagdo da combinacao de PGE; + SNO-Glu sobre o relaxamento do musculo

liso trabecular humano

Realizamos curvas de concentracdo - resposta do relaxamento a PGE; (0,1 nM
a 10 uM) e ao SNO-Glu (10 nM a 1 mM) de maneira individual, e na combinagao,
sobre tiras diferentes de corpo cavernoso provenientes do mesmo doente. A
administracdo de SNO-Glu induziu sempre um relaxamento, quase total e dependente
da concentracdo, mesmo nos tecidos provenientes de doentes que tinham respondido
mal & PGE; (Fig. 21).

Fig. 21 — Tragados representativos das curvas de concentragdo - resposta a PGE; (0.1 nM a 10
uM) e ao SNO-Glu (10 nM a 1 mM) nas tiras de tecido muscular liso trabecular humano
contraidas com 1 puM de fenilefrina (PE). Nota-se uma resposta deficiente a PGE; e um
relaxamento completo ao SNO-Glu. As concentracbes sdo expressas como o0 log de
molaridade. As curvas de concentracdo - resposta para a PGE; e SNO-Glu foram realizadas

em tecidos paralelos provenientes do mesmo doente.
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Quando analizamos a curva da PGE; isolada, com a da combinacdo PGE; +
SNO-Glu (na propor¢cdo 1:100), representada somente com as concentracbes de
PGE,, verificamos um desvio significativo para a esquerda. As respostas maximas
para a PGE; foram 71.0 + 5.1% versus 95.2 + 2.1% com a combinacédo PGE; + SNO-
Glu; p <0.01. No musculo liso trabecular a ECs, para PGE; isolada foi 0.083 + 0.05 uM
versus 0.006 + 0.001 uM para PGE; + SNO-Glu; p < 0.01 (Fig. 22).

Fig. 22 — Curvas da concentragdo - resposta para PGE; (1 nM a 10 uM) e para a
combinacédo de PGE; (0.1 nM a 10 uM) e SNO-Glu (PGE; + SNO-Glu, na proporc¢éo de 1:100)
em tiras de masculo liso trabecular humano contraidas com fenilefrina (1uM). A curva da
resposta - concentracdo obtida com a combinacdo de PGE; + SNO-Glu é representada
somente como concentracbes de PGE;. Os dados sdo expressos como a média + SEM da
percentagem de relaxamento total induzido por 0.1 de HCI de papaverina. n indica o nimero
de doentes a quem se retirou tecido para as experiéncias. As curvas de concentracdo -
resposta para a PGE; e para a combinacdo PGE; + SNO-Glu foram realizadas em tecidos
paralelos provenientes dos mesmos doentes. * p <0.01 indica diferencas significativas pelo
teste ANOVA de dois-factores.
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As respostas relaxantes da combinacdo PGE; + SNO-Glu, também foram
comparadas com a curva de concentracdo-resposta induzida pelo SNO-Glu isolado.
Verificamos, igualmente, um desvio significativo para a esquerda da curva de
concentracdo - resposta da combinacdo PGE; + SNO-Glu representada, somente,
como concentracBes de SNO-Glu. As respostas maximas foram 94.4 + 4.2% para
SNO-Glu versus 95.2+2.1% para PGE; + SNO-Glu, o que mostra ndo serem significa-
tivamente diferentes um do outro. O valor de ECg, para o0 SNO-Glu isolado foi 2.56 +
1.3 uM versus 0.58 £ 0.16 uM para o PGE; + SNO-Glu; p <0.05 (Fig. 23).

Fig. 23 — Curvas de concentracao - resposta para SNO-Glu (10 nM a 1 mM) e a combinac¢éo de
PGE; com SNO-Glu (10 nM para 1 mM; PGE; + SNO-Glu, na propor¢éo de 1:100) em tiras de
musculo liso trabecular humano contraidas com fenilefrina (1 uM). A curva de concentracao -
resposta obtida com a combinacdo de PGE; e SNO-Glu é representada somente como
concentracdes de SNO-Glu. Os dados sdo expressos como a média + SEM da percentagem do
relaxamento total induzido por 0.1 mM de HCI de papaverina. n indica o nUmero de doentes a
quem se retirou tecido para as experiéncias. As curvas de concentracdo - resposta para o
SNO-Glu e para a combinacdo de PGE; + SNO-Glu foram realizadas em tecidos paralelos
provenientes dos mesmos doentes. * p < 0.01 indica diferencas significativas pelo teste
ANOVA de dois-factores.
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Realizamos a analise das respostas obtidas com a combinacdo PGE; + SNO-
Glu para determinar se este maior poder relaxante se devia a simples efeitos aditivos
de ambos os farmacos, ou existia um sinergismo nas suas acg¢fes. Para tal,
calculamos as concentracBes teodricas de cada um dos farmacos necesséarias para
obter percentagens definidas de relaxamento (10, 20, 40, 60 e 70%), assumindo a
existéncia de simples efeito aditivo, e representando-os numa curva tedrica para
efeitos aditivos. Esta curva, obtida de forma tedrica, foi comparada com as
concentracdes de PGE; e SNO-Glu utilizadas nas experiéncias e necessérias para
obter as mesmas percentagens de relaxamento quando se administrou esta
combinacéo (curva experimental). Verificamos uma diferenga significativa entre ambas
as curvas (a tedrica e a experimental) porque as diferentes percentagens de
relaxamento foram alcangadas com concentragfes inferiores da combinagdo PGE; +
SNO-Glu, em relacdo as esperadas se existissem apenas efeitos aditivos. Demonstra-
se, portanto, a existéncia dum efeito sinérgico na combinacdo de PGE; + SNO-Glu

para o relaxamento do musculo liso trabecular humano (Fig. 24).

Fig. 24 — Andlise de sinergismo nos relaxamentos induzidos pela combinagéo de PGE; + SNO-Glu
nas tiras de tecido muscular liso trabecular humano. Construimos uma curva tedrica a partir das
concentragfes tedricas de cada um dos farmacos necessarias para obter percentagens defenidas de
relaxamento, assumindo a existéncia apenas de efeitos aditivos. Comparamos esta curva com uma outra
obtida utilizando as concentragdes da combinagdo PGE1 + SON-Glu necessarias para obter os mesmos
niveis de relaxamento (curva experimental). Os dados sdo expressos como a média + SEM das
concentragfes de PGE; (nM) presentes na combinagdo (a concentragdo de SNO-Glu é 100 vezes mais
elevada). n indica o niumero de doentes a quem se retirou o tecido para as experiéncias. Foram
observados efeitos sinérgicos no musculo liso trabecular humano. * p <0.05 versus os efeitos tedricos
aditivos pelo teste ANOVA de dois factores.
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Efeito da combinacéo PGE; + SNO-Glu na acumulacéo de nucleétidos ciclicos

no tecido cavernoso humano.

No sentido de confirmar se houve activacdo das duas vias de relaxamento,
determinamos a quantidade de AMPc e de GMPc no tecido cavernoso humano apos
exposicdo a PGE; e ao SNO-Glu, isolados e na combinagdo. Em relacdo ao grupo
controle, verificamos que os niveis tecidulares de GMPc ndo eram alterados pela
incubacao com a PGE; (1 uM) mas, pelo contrario, observamos um notavel aumento
nos tecidos tratados com o SNO-Glu (100 uM). A incubacédo dos tecidos trabeculares
dos mesmos doentes com a combinacdo de PGE; + SNO-Glu, permitiu-nos verificar
um aumento significativo da quantidade de GMPc, comparado com o grupo controle e
da PGE; (Fig. 25 - A).

Por outro lado, a incubagdo com SNO-Glu (100 uM) nédo alterou os niveis de
AMPc no tecido cavernoso, enquanto a PGE; (1uM) produziu um aumento significativo
da quantidade de AMPc. A combinagcdo de PGE;+SNO-Glu também aumentou,
significativamente, os niveis de AMPc no tecido cavernoso destes doentes (Fig. 25 - B)
Assim, podemos comprovar que se verificou a activagédo de duas vias fundamentais de
relaxamento do tecido cavernoso humano, apds exposicao a combinacdo PGE1 +
SON-Glu.

Fig. 25 — Determinacdo da quantidade de GMPc (A) e de AMPc (B) no tecido muscular liso
trabecular humano apés a exposicao a PGE; (1 uM), ao SNO-Glu (100 uM) e a ambos. Os
dados sdo expressos como a média + SEM de picomoles de GMPc ou AMPc por miligrama de
proteina contida no tecido. n indica o nimero de doentes a quem se recolheu tecido para as
experiéncias. * p < 0.05; ** p < 0.01 versus controle pelo teste ANOVA dum factor seguido

dum teste Student-Newman-Keuls)
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Os prostanoides encontram-se envolvidos na regulacao fisioldgica do ténus do
musculo liso trabecular humano (Azadzoi e col., 1992), o que veio relangar um enorme
interesse a caracterizacdo dos diferentes tipos de receptores prostandides presentes
no corpo cavernoso do pénis humano. A sua accao é mediada, directamente, atraves
do seu receptor e como 0s receptores prostandides se encontram distribuidos de
forma irregular nas células dos tecidos, alguns prostanoides podem promover efeitos
diferentes, ou mesmo opostos, quando actuam nos diferentes tecidos. No caso do
pénis humano, a regulacado do téonus muscular liso € muito complexa para assegurar,
de forma coordenada e eficaz, as fun¢des de relaxamento e contracgdo. O Nnosso
propésito foi estudar os diferentes receptores prostandides presentes no corpo
cavernoso humano e que medeiam estas funcdes.

O tecido cavernoso humano sintetiza prostanodides relaxantes a partir do acido
araquidonico pois, ap0s a adicdo deste ao banho de orgéos, verificou-se o
relaxamento moderado das tiras de musculo liso trabecular, o qual foi abolido apés a
adicdo do inibidor da ciclooxigenase, a indometacina. Verificamos, igualmente, a
sintese de prostandides contracteis no tecido trabecular humano, pois nas tiras de
corpo cavernoso tratadas com um antagonista dos receptores do tromboxano
SQ29548 (Hedberg e col., 1988), produziu-se um aumento significativo no relaxa-
mento induzido pelo acido araquiddnico. Estas modificacdes no ténus do tecido
muscular liso do corpo cavernoso salientam a sua capacidade para sintetizar produtos
derivados da ciclooxigenase que afectam a sua contractilidade. Estes resultados
sugerem que o0s prostandides, formados a partir do acido araquidénico, induzem
efeitos opostos na contractilidade (efeitos contracteis e efeitos relaxantes) do musculo

liso trabecular.

Os resultados do presente estudo evidenciam que os receptores TP sdo
responsaveis pela contraccdo do musculo liso trabecular humano. Podemos observar
contraccoes, de poténcia elevada, induzidas nas tiras de corpo cavernoso humano

pelo agonista-selectivo dos receptores TP (U46619), e também as induzidas pelos
agonistas dos receptores FP, a PGF,, e 0 seu agonista-selectivo, fluprostenol, as

qguais necessitaram de concentracbes muito mais elevadas para produzirem a
contraccdo deste tecido. Em estudos realizados, anteriormente, os receptores TP
(Baxter e col., 1995), os FP (Senior e col., 1992) e os subtipos EP; e EP; (Quian e col.,

1994; Senior e col., 1991) revelaram a capacidade contractil em preparagcfes de outros
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musculos lisos humanos. Os valores ECsg obtidos para o0 U46619, no musculo liso do

pénis humano, sdo da mesma ordem de grandeza dos obtidos por outros autores em
preparacdes com receptores TP funcionais noutros orgdos, como na aorta de rato (6.8
nM) (Kromer & Tippins, 1998), na veia safena de coelho (9.8 nM) (Lydford e col.,
1996), no musculo liso brénquico (12 nM) (Coleman & Sheldrick, 1989), na artéria
intrapulmonar humana (3.1 nM) (Jino e col., 1996) e em artérias uterinas humanas (3.5
nM) (Baxter e col., 1995). Pensamos que 0 corpo cavernoso humano nao apresenta
receptores FP funcionais e, fundamentamos a sua falta, pelo facto de nas preparacées
com este tipo de receptores, como em células de cultura (Griffin e col., 1998) e no
utero de coelho (Chen e col., 1998), o valor de ECs, para a PGFy, (30.9 e 4 nM,
respectivamente) séo diversas ordens de grandeza inferiores em relagéo as obtidas no
nosso estudo. Além disso, naqueles estudos (Griffin e col., 1998; Chen e col., 1998) o
agonista-selectivo dos receptores FP, fluprostenol, apresenta uma poténcia igual ou
superior a PGF,, (4.4 e 6 nM, respectivamente), mas no tecido trabecular humano a
sua poténcia é quatro vezes menor. Por outro lado, nas preparacdes que contém
receptores TP, mas ndo os FP, a PGF; era 300 vezes menos potente que o U46619,
como acontece no musculo liso brénquico (Coleman & SheldricK, 1989) e 743 vezes
menos potente na artéria uterina humana (Baxter e col., 1995). Os achados do nosso
estudo estdo em concordancia com estes, pois a PGF,, € 778 vezes menos potente
gue o U46619 no musculo liso trabecular humano.

Em relagc&o ao sulprostone, um agonista dos receptores EP; e EP3; (Bunce e col.,
1990), verificou-se que nao apresenta qualquer efeito contractii no musculo liso
trabecular, mesmo em concentragdes elevadas, pelo que podemos afastar a presenca
de receptores EP; e EP; funcionais no tecido trabecular humano (Fig. 13).

As contracc¢des induzidas pelos agonistas dos receptores FP, em concentracdes
elevadas, parecem ser produzidas por interacgdo com o0s receptores TP, visto o

tratamento com o0 antagonista destes receptores, SQ29548, ter diminuido de forma

significativa, as respostas ao U46619, a PGF,, e ao fluprostenol (Fig. 13-15).

Neste contexto, em face dos resultados expostos, podemos concluir que os
receptores prostandides que medeiam as respostas contracteis no tecido trabecular

humano sé&o os receptores TP.
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Em relacdo aos receptores responsavéis pelas acc¢les relaxantes dos
prostandides no tecido trabecular humano, deve ser afastada a existéncia de
receptores DP e IP no musculo liso trabecular, os quais tém revelado propriedades
relaxantes noutros tecidos (Baxter e col., 1995; Senior e col., 1992), pois a PGD; e a
PGI, mostraram incapacidade para produzir um relaxamento significativo no muasculo
liso trabecular humano (Fig. 16). De facto, apreciaram-se contracfes de PGD, e PGl»,
a concentracbes elevadas, mas que eram produzidas pela interaccdo destes
prostandides com os receptores TP, ja que o tratamento com SQ29548 impediu o
aparecimento destas respostas contracteis (dados ndo apresentados).

Em amostras, previamente contraidas pela fenilefrina, verificamos relaxamentos

consistentes induzidos pelas prostaglandinas da série E, a PGE> e a PGE, assim

como pelo agonista do subtipo EP, / EP4, 0o butaprost (Gardiner e col., 1986). A
poténcia do butaprost é débil, e muito inferior & PGE, e a PGEj, alids uma
caracteristica que tem sido observada com frequéncia também noutros estudos
(Coleman e col., 1994; Regan e col., 1994). Na verdade, estudos em células que
expressam diferentes tipos de receptores prostanoides de varias espécies animais, o

butaprost une-se apenas ao subtipo EP, e ndo apresenta nenhuma actividade no
subtipo EP4 (Kiriyama e col., 1997; Castleberry e col., 2001; Jensen e col., 2001),

sendo certo que o butaprost metil-ester ndo mostrou selectividade entre os receptores
recombinantes humanos EP, e EP, (Abramovitz e col., 2000).

A exposicdo do tecido trabecular humano a PGE; originou aumento dos niveis
de AMPc, e relacionado com a concentracdo deste prostandide, mas ndao modificou o
nivel de GMPc no tecido trabecular humano. Este facto, esta em concordancia com a
mencionada interaccdo da PGE; com o receptor EP,, 0 qual estd associado a
proteinas Gs que activam a via da adenililciclase (Coleman e col., 1994) (Fig. 17), mas
nao afasta a existéncia de receptores EP4, 0s quais também se encontram acoplados
a proteinas Gs. Assim, e embora ndo possamos excluir a existéncia de receptores EP4
no tecido cavernoso humano, propomos que as respostas relaxantes dos prostanoides
da série E, sdo mediadas principalmente pelo receptor do subtipo EP».
Fundamentamo-nos, em primeiro lugar, porque as preparac6es de musculo liso com o
subtipo EP,4 funcional, habitualmente, requerem valores de ECs, para a PGE; abaixo
de 1 nM (Lydford e col., 1996; Coleman e col., 1994), enquanto os valores obtidos no
tecido muscular liso trabecular humano sdo muito mais elevados e, também, por
serem valores muito mais aproximados dos descritos nas preparagdes que expressam

0s receptores EP..
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Em conclusdo, podemos afirmar que o tecido trabecular humano sintetiza
prostanodides derivados da ciclooxigenase que modulam o ténus do mdasculo liso
trabecular. Esta modulagdo produz-se através dos receptores TP, que provocam a
contraccdo do musculo liso trabecular, e dos receptores EP, / EP, que induzem o

relaxamento embora com uma provavel maior relevancia funcional para os EP».

Uma prova da relevancia do antagonismo funcional, entre os diferentes
prostandides na regulacdo do tonus do musculo liso trabecular, é o facto da presenca
do agonista dos receptores TP (U46619) produzir a inibicdo das respostas relaxantes

mediadas pela PGE;. (Fig. 18)

A injeccdo intracavernosa da prostaglandina E; (PGE;) tem sido utilizada
amplamente como agente terapéutico na disfuncéo eréctil (Buvat, 1996; Linet & Ogring
1996; Buvat, 1998). Apesar dos bons resultados clinicos, um nimero consideravel de
doentes (entre 30 a 40%) ndo responderam ao tratamento com PGE; (Porst, 1996). A
razdo da falta de resposta a PGE;, neste grupo de doentes, ainda ndo € conhecida e
pode depender de muitos factores (nimero diminuido dos receptores na membrana
celular, mecanismos de transduccéo alterados, metabolismo inadequado, estrutura
tecidular lesada, etc.). Ainda ndo foi demonstrado que a eficacia clinica da PGE; esteja
relacionada com a qualidade do relaxamento do musculo liso do pénis humano a este
farmaco, visto a dose para alcancar uma ereccao satisfactoria ser muito variavel, ja
gue se alguns doentes responderam com apenas 0,5 pg, outros necessitaram de
doses 80 vezes superiores (40 ug) (Linet & Ogring,1996; Porst, 1996).

A andlise das respostas in vitro a PGE; no tecido muscular liso trabecular
humano, retirado a doentes com disfungéo eréctil, permitiu-nos constatar uma enorme
variabilidade no relaxamento para este prostandide, com grandes diferengcas de
sensibilidade (valores de ECs, de vérias ordens de grandeza de diferenca), bem como
uma ampla variacdo no relaxamento maximo (Fig. 19 A). E interessante verificar que
as respostas in vitro a PGE; estdo de acordo com a resposta clinica dos doentes que
cederam o tecido para as experiéncias. A andlise destes resultados salienta que os
doentes com uma ma resposta clinica ao alprostadil (PGE,), evidenciam in vitro um
relaxamento maximo menor apesar de valores ECso muito elevados (Fig. 19 B). Estes
resultados fazem-nos pensar que a auséncia duma resposta clinica eficaz a PGE,,
pode ter origem na incapacidade para relaxar eficazmente o tecido muscular liso
trabecular humano, muito embora o mecanismo subjacente deste facto ainda nao

esteja esclarecido.
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Temos conhecimento na pratica clinica que alguns doentes, e independente da
etiologia da sua disfuncao eréctil, ndo responderam de forma satisfatéria a PGE;. Com
0 objectivo de melhorar a resposta positiva, ao tratamento intracavernoso de PGE;
num maior niumero de doentes, tem-se utilizado na pratica clinica a combinagéo de
PGE; com outros compostos. Nestas combinagfes, além de se procurar melhorar a
eficacia clinica, também se procura reduzir a dose de PGE; eficaz, e assim minimizar
os efeitos adversos, como a dor no local da injec¢do. A combinagdo mais difusamente
utilizada, e que tem demonstrado melhores respostas clinicas (Padma-Nathan, 1990;
McMahon, 1991; von Heyden e col.,, 1993), inclui a PGE;, o antagonista dos
receptores a-adrenérgicos (fentolamina) e o inibidor inespecifico de fosfodiesterases
(papaverina). Num grupo reduzido de doentes também foi estudada a associacédo de
quatro farmacos - PGE; + papaverina + fentolamina + acetilcolina (Montorsi e col.

1994), a qual ndo mostrou vantagens clinicas em relacdo a combinacao tripla (tri-mix).

Sabemos que o relaxamento do musculo liso trabecular humano é mediado pela
via do AMPc e também, numa forma inter-activa, com a via do 6xido nitrico (NO) e do
GMPc (Kim e col., 1991; Burnett e col., 1992; Trigo-Rocha e col., 1993). A activacdo
fisioldgica desta via do 6xido nitrico / GMPc é induzida pela libertacdo de 6xido nitrico,
proveniente do endotélio dos espacos lacunares e das artérias helicinas do pénis
assim como da estimulagdo dos nervos nitrérgicos (Rajfer e col., 1992).

Existe um grupo de substancias denominadas por dadores de Oxido nitrico, as
guais constituem uma aproximagcdo farmacolégica do Oxido nitrico, ou seja, séo
compostos estaveis que depois da administracdo intracavernosa libertam o O6xido
nitrico da sua estrutura para produzirem accbes farmacolégicas analogas. Estes
dadores de 6xido nitrico provocam, igualmente, o relaxamento acentuado do muasculo
liso do pénis (Saenz de Tejada e col., 1989; Bush e col., 1992). Alguns deles, como o
linsidomine (SIN-1) (Truss e col., 1994) e o nitroprussiato de sédio (SNP) (Martinez-
Pifieiro e col.,1998), também administrados por via intracavernosa, ja foram avaliados
como terapéutica alternativa a PGE; A embora em ambos os casos o0s resultados
tivessem sido discretos.

Numa perspectiva clinica, pensamos utilizar a associacdo da PGE; com um
farmaco dador de 6xido nitrico, com o objectivo em aumentar a capacidade relaxante
do musculo liso trabecular e, a0 mesmo tempo, permitir o recurso a doses inferiores de
PGE,; para reduzir os seus efeitos colaterais. Decidimos utilizar o S-nitrosoglutatido

(SNO-Glu), um composto do grupo dos S-nitrosotiois, em que se produziu a
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nitrosilacdo no grupo tiol do glutatido, um péptideo presente no plasma humano em
situacdes fisiolégicas e que participa em varias reaccdes celulares. Este S-
nitrosoglutatido tem mostrado capacidade para induzir o relaxamento do musculo liso
vascular (MacAllister e col.,1995) e trabecular (Gupta e col.,1995). Neste estudo ficou
demonstrado que o SNO-Glu provoca o relaxamento consistente do musculo liso
trabecular humano, quer ele relaxe bem ou ndo a PGE;. Na verdade, os tecidos que
relaxaram de forma escassa em resposta a PGE;, sofreram relaxamento eficiente por
accéo do SNO-Glu (Fig. 21).

Este facto, sugere que nalguns doentes a resposta clinica a PGE,, pode estar
limitada por falta de resposta relaxante do musculo liso trabecular humano,
especificamente, a este prostandide, mas apesar disso mantém a capacidade de

relaxamento para os farmacos capazes de activarem as outras vias relaxantes.

A combinagdo da PGE; com o SNO-Glu melhorou o relaxamento exercido pela
PGE; isolada no musculo liso trabecular humano, bem como aumentou o relaxamento
méximo, e produziu o deslocamento para a esquerda da curva de concentragdo-
resposta para a PGE; (Fig. 22). Verificamos, igualmente, que esta combinacao induziu
o relaxamento do musculo liso trabecular humano de forma mais eficiente que a PGE;

ou 0 SNO-Glu, quando utilizados em separado (Fig. 23).

Comprovamos, também, a existéncia duma interacgdo sinérgica entre os dois
compostos para induzir o relaxamento do tecido trabecular, como demonstra o
resultado positivo da andlise de sinergismo realizado mediante o “método isobol”
(Berenbaum,1989). Se assumirmos a existéncia, apenas, de efeitos aditivos da
combinacdo de PGE; + SNO-Glu, verificamos que a curva tedrica para os diferentes
niveis de relaxamento (em resposta a concentracdes crescentes dos dois compostos)
fazia prever a necessidade de concentracdes mais elevadas para ambos os farmacos,
em relacdo as encontradas nas nossas experiéncias, o que confirma a existéncia de

sinergismo (Fig. 24).

A verificacdo destes resultados permite propdr a combinacdo PGE; + SNO-Glu
para induzir o relaxamento do musculo liso do pénis, pois ela € mais eficaz se
comparada com a administracdo isolada de cada farmaco.

A maior eficicia relaxante da combinacdo PGE; + SNO-Glu pode ter origem na
activacdo das duas vias fundamentais para o relaxamento do musculo liso trabecular
do pénis (AMPc e GMPc), alids como foi confirmado pela observacdo do aumento
significativo do contetido dos nucleétidos ciclicos, tanto de AMPc como de GMPc, nos

tecidos tratados com esta combinacéo. (Fig. 25)
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A existéncia de sinergismo, entre as vias do AMPc e do GMPc, ainda nao tinha
sido estabelecida no musculo liso do pénis humano. Na verdade, Hempelmann e col.
em 1995, tinham avaliado a combina¢éo SIN-1 + VIP, no corpo cavernoso e na artéria
helicina cavernosa humanos, tendo verificado que n&o existia um comportamento
sinérgico entre estas duas moléculas no relaxamento do musculo liso peniano. A
diferenga entre estes resultados e o0s obtidos no nosso estudo dependem,
provavelmente, do facto de se ter induzido a activacdo de receptores diferentes. Por
outro lado, um estudo clinico realizado em 50 doentes com disfungéo eréctil revelou
que a administracdo conjunta de PGE; e SIN-1 produziu respostas erécteis de melhor
qualidade, comparadas com as obtidas por cada um dos compostos usados
individualmente, mas sem a existéncia de sinergismo (Tordjman, 1993).
Recentemente, foram apresentados os resultados da combinagcdo SIN-1 + VIP,
administrados por via intracavernosa, no modelo in vivo de coelho (O. Sazova e col.,
2002). Esta combinacdo induziu aumento da pressdo intracavernosa maxima
(52,8+13,2 cm de H,0) para valores idénticos aos observados com a administracdo de
papaverina + fentolamina, o que estimula a realizacdo de estudos posteriores para

avaliar a sua eficacia no tratamento da disfuncao eréctil.

Em relagdo aos processos moleculares responsaveis pela ac¢do sinérgica da
PGE; e SNO-GIlu apenas podemos especular. Tem-se observado que a PGE; possui
capacidade para produzir outras ac¢bes, como a de inibir directamente a libertagdo da
NA nas terminacdes nervosas pré-sinapticas adrenérgicas (Molderings e col., 1992), o
gue leva a pensar que a PGE; também pode potenciar a libertacdo de NO pelas
terminacdes nervosas NANC, visto a libertacdo de NO nestas terminacfes ser inibida
por activacdo dos receptores pré-sinapticos a-adrenérgicos (Simonsen e col., 1997).

Em estudos recentes realizados no rato (Escrig e col., 1999; Mas e col., 1999)
ficou demonstrado que apO0s a administragdo intracavernosa de PGE; produz-se
aumento de NO no corpo cavernoso e a injec¢ao, Unica ou repetida, leva a aumento
da expresséo das formas constitutivas de NOS (eNOS e a nNOS) e da concentragédo
de NO, e assim potenciar o relaxamento do musculo liso trabecular. Podemos ainda
especular que o aumento acentuado da concentracdo de GMPc, induzido pelo 6xido
nitrico, pode potenciar a actividade da via do AMPc, assim como activar outros locais
de activacdo da guanililciclase soluvel ou activar outro mecanismo de relaxamento

ainda nao esclarecido.
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1 - Os prostanodides enddgenos, com origem a partir do acido araquidénico, regulam a
contractilidade do musculo liso do pénis através de receptores na membrana

celular com efeitos funcionais opostos.

2 - Os receptores EP,/ EP4 no musculo liso do pénis humano medeiam relaxamento
e os receptores TP a contraccao, induzidos pelos prostandéides.

3 - Existe uma grande variabilidade nas respostas, do tecido trabecular exposto a

PGE;, dos diferentes doentes.

4 - A analise destes resultados também evidencia que uma resposta clinica deficiente
ao alprostadil (PGE,) correlaciona-se com o relaxamento diminuido do tecido

trabecular in vitro em resposta a adicdo de PGE;.

5 - A combinagédo PGE; + SNO-Glu que activa, em simultaneo, as vias do AMPc e
GMPc no musculo liso trabecular humano, apresenta um efeito sinérgico no
relaxamento deste tecido. Se tivermos presente que este relaxamento se relaciona
com o efeito clinico, podemos obter melhor eficacia terapéutica com a combinacédo
PGE; + SNO-Glu.
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A terapéutica da disfuncdo eréctil tem evoluido com grande rapidez desde a
introducé@o das protese penianas, o desenvolvimento de farmacos vaso-activos para
injeccdo intracavernosa até ao aparecimento, revolucionario, de farmacos para

administracao oral.

A auto-injecgao intracavernosa da PGE, representa a farmacoterapia mais eficaz
da disfuncgéo eréctil, mas tem o inconveniente da injec¢do intracavernosa, o que nao é
bem aceite por um nimero consideravel de doentes e leva-os a abandonar este tipo
de tratamento. Mas, a permanente investigacdo nesta area e os estudos recentes dos
mecanismos fisiolégicos e farmacoterapéuticos perspectivam novas areas de desen-
volvimento bem como o aparecimento de terapéuticas inovadoras, inclusivé na

terapéutica intracavernosa.

A relevancia clinica das nossas observacdes assenta na possibilidade de
formular novos agentes terapéuticos que possam aumentar a acgdo relaxante e / ou
bloquear a activacdo dos receptores TP, nomeadamente, em patologias com
excessiva actividade destes receptores como a diabetes mellitus (Davi e col., 1997;
Hattori e col., 1999).

Uma nova area pode envolver a associacdo de principios terapéuticos
actualmente disponiveis como, por exemplo, a associacdo de dadores de Oxido nitrico
com uma outra substancia relaxante de accéo local (ex. PGE; e / ou antagonista-
receptores a; € a, ). A avaliagdo dos resultados deste trabalho, realizado com
amostras de tecido trabecular do corpo cavernoso humano, comprovou in vitro que a
combinacdo do S-nitrosoglutatido (SNO-Glu) com a PGE; é mais eficaz que a PGE;
isolada. A unido a molécula transportadora-glutatido (nitrosilacdo) proporciona ao
oxido nitrico um perfil hemodindmico mais estavel, pelo que esta possibilidade
tecnolégica representa um avanco importante para o desenvolvimento de novas

terapéuticas intracavernosas para a disfuncao eréctil.

Assim, e fundamentados na analise dos nossos resultados, parece-nos sensato
sugerir que a combinacdo de PGE; + SNO-Glu, a qual apresenta um efeito sinérgico
no relaxamento do masculo liso trabecular humano, pode vir a possibilitar no futuro

beneficios na terapéutica local da disfuncao eréctil.
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7 - PERSPECTIVAS

Outras direc¢des a desenvolver no tratamento da disfuncao eréctil vao incidir nas
areas da terapéutica periférica (como sejam os antagonistas da Rho-Kinase ou a
estimulacéo da guanililciclase soluvel mediada por um mecanismo néo-dependente do
oxido nitrico), no estudo dos receptores da dopamina e de novos agonistas, na
terapéutica génica e na profilaxia dos factores de risco da disfuncéo eréctil.

Esta Ultima, ao prevenir a degenerescéncia e / ou restaurar a funcdo do tecido

cavernoso é uma area muito motivante para investigar no futuro.

a) Novos inibidores selectivos das PDEs - as fosfodiesterases, que catalizam
a hidrélize dos segundos mensageiros (AMPc e GMPc) envolvidos nas vias de sinais
do musculo liso cavernoso, tém sido alvo de estudo para o desenvolvimento de novos
farmacos. Os inibidores selectivos da PDES, da segunda geragdo como o vardenafil e
o tadalafil, vao estar disponiveis na clinica dentro em breve e outros farmacos com um
mecanismo de ac¢ao idéntico encontram-se em fase avancada de desenvolvimento.
Estes farmacos, administrados por via oral, permitem aos doentes melhor eficacia com
menos efeitos adversos, além de maior versatilidade para iniciar e manter o efeito

terapéutico.

b) A combinacdo de farmacos disponiveis - a associacdo de farmacos tem
por objectivo fundamental aumentar a eficacia e diminuir os efeitos secundarios. A
disponibilidade actual de farmacos eficazes, administrados por via oral e com
mecanismos de accado diferentes, torna legitimo tentar a sua combinagcéo nos doentes
gue ndo responderam a terapéutica de farmaco-unico. A associacdo dum farmaco de
accao central a outro com accao periférica é atractiva e interessante. No entanto,
torna-se importante certificarmo-nos das vantagens e encontrar a dose-optima de cada
farmaco, o que apenas se pode assegurar com a realizacdo de estudos clinicos muito
bem controlados. Por este motivo, antes de obter essa informacgéo, combinar farmacos
actualmente disponiveis, ndo deve ser recomendada (como por ex., sildenafil +
apomorfina; apomorfina + antagonistas dos receptores a;-adrenérgicos; antagonistas
dos receptores oy-adrenérgicos + sildenafil; sildenafil ou apomorfina com antagonistas

dos receptores TP).
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c) Novas areas no sistema nervoso central — a oxytocina injectada no nucleo
paraventricular do hipotdlamo desencadeia a ereccdo do pénis, a qual pode ser
bloqueada pela administracdo de antagonistas da oxytocina (ex. os opidides) ou pela
castracao. E interessante verificar que a testosterona de substituicdo pode restaurar a
funcéo eréctil nesses doentes. Os receptores da oxytocina, os peptideos que libertam
a hormona de crescimento e os receptores da 5-HT,¢, constituem alvos de estudo com

muita expectativa para induzirem a erecc¢ao do pénis.

d) Novas éareas periféricas - a enzima guanililciclase solavel é, provavelemente,
o receptor intracelular mais importante para o NO e capaz de induzir a producéo de
GMPc. Tém sido identificadas, e alvo de investigacdo, moléculas capazes de activar a
GC por um mecanismo independente do NO.

O papel da proteina Rho-kinase na regulacdo do ténus cavernoso ainda néo é
conhecido. No entanto, € conhecida a sua capacidade para inibir a fosfatase da cadeia
leve de miosina e para fosforilar, directamente, a cadeia leve de miosina do que
resulta aumento da quantidade de miosina activada e indugdo da contracgao celular.
Assim, o antagonismo desta Rho-kinase pode facilitar o relaxamento do tecido
muscular liso e, no caso do peénis, facilitar a erecgdo por um mecanismo independente
do NO.

e) A terapéutica génica tem revelado resultados pré-clinicos encorajadores no
campo da disfuncao eréctil. O pénis tem sido um orgédo de estudo preferencial para
este tipo de terapéutica devido a sua localizacdo externa, facil acessibilidade e baixo
indice de renovacdo das células musculares lisas. Se esta terapéutica pode vir a
representar uma opgdo eficaz na DE ainda é muito discutivel, porque a ereccao
desencadeia-se durante um periodo de tempo esporadico e limitado, além da terapia
génica requerer reforco periédico da dose. Este ultimo ponto pode representar um
inconveniente, em relacdo aos farmacos actualmente disponiveis, para a auto-
administracdo oral. Existe necessidade de definir 0 alvo a tratar com a terapia génica -
se o tecido muscular liso lesado (doenca cardiovascular sistémica, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia) ou se activar alvos para induzir a ereccdo (NOS, canais de
potassio, factor de crescimento do endotélio vascular) - para se definir no futuro os

estudos a realizar nesta area e que representem beneficios clinicos eficazes.
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f) A prevencdo dos factores de risco cardiovascular comuns a disfuncéo
eréctil, como por exemplo, o tabagismo, a hipertenséo arterial, a hipercolesterolemia, a
obesidade, o sedentarismo e o alcoolismo cronico. Muitos estudos anteriores
evidenciaram a associacdo entre a disfuncdo eréctil, a doenca cardiaca, doenca
vascular periférica e diabetes mellitus podendo constituir a manifestacéo precoce dum
processo aterosclerético sistémico. No entanto, e independente de todos eles, a idade
€ um factor de risco importante da disfuncéo eréctil e a sua prevencao é muito dificil !...

Em resumo, podemos afirmar a existéncia duma enorme expectativa no
aperfeicoamento das terapéuticas disponiveis para aumentar a eficicia do tratamento
da disfuncdo eréctil. Os farmacos administrados por via intracavernosa, embora
eficazes, tém a desvantagem comum de retirar alguma espontaneidade ao acto, pela
necessidade da sua administracdo sempre que se deseja uma relagdo sexual.

A tentagdo em combinar farmacos por administracdo oral deve ser atenuada e
aguardar os resultados de estudos controlados para nos assegurar das potenciais
vantagens.

O estudo e desenvolvimento de novas areas de tratamento, periféricas ou
centrais, tém-se revelado promissoras, no entanto, a informagéo e implementacéo de
hébitos de vida saudaveis constitui a primeira medida eficaz na prevencdo dos

factores de risco.
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REGULATION OF HUMAN PENILE SMOOTH MUSCLE TONE BY PROSTANOID
RECEPTORS

Javier Angulo*, Pedro Cuevas**, José M. La Fuente*, Jose M. Pommerol*, Eduardo
Ruiz-Castafé**, Ana Puigvert*, Sonia Gabancho*, Argentina Fernandez**, Peter
Ney*** & Ifiigo Saenz de Tejada*.

Fundaciéon para la Investigation y el Desarrollo en Andrologia*, Madrid, Spain;
Departamento de Investigation, Hospital Ramon y Cajal**, Madrid, Spain and
Corporate Development, Schwartz Pharma***, Manheim, Germany.

1- We have characterized the prostanoid receptors involved in the regulation of human
penile arterial and trabecular smooth muscle tone.

2 — Arachidonic acid induced relaxation of human corpus cavernosum strips (HCCS) that
was blocked by the cyclooxygenase inhibitor, indomethacin, and augmented by the
thromboxane receptor (TP) antagonist, SQ29548, suggesting that endogenous production of
prostanoid regulates penile smooth muscle tone.

3 — TP-receptors mediate contraction of HCCS and penile resistance arteries (HPRA),
since the agonist of these receptors, U46619, potently contracted HCCS (EC50 8.3+2.8 nM)
and HPRA (EC50 6.2+2.2 nM), and the contractions produced by prostaglandin F 2a at the high
concentrations (EC50 640043220 nM in HCCS and 8900+6700 nM in HPRA) were inhibited by
selective TP-receptor antagonist, SQ29548 (0.02 uM).

4 — EP-receptors are responsable for prostanoid-induced relaxant effects in HCCS
because only prostaglandin E 1 (PGE 1), prostaglandin E 2 and the EP2 / EP4 — receptor
agonist, butaprost, produced consistent relaxation of this tissue (EC50 93.8+31.5, 16.3+3.8 and
1820+1284 nM, respectively). In HPRA, both prostacyclin and PGE 1 (EC50 60.1+18.4 and
109.0+£30.9 nM respectively) as well as the selective IP-receptor agonist, cicaprost, and
butaprost (EC50 25.2+15.2 and 7050+6020 nM, respectively) caused relaxation, suggesting co-
existence of IP- and EP-receptors (EP2 and / or EP4).

5 — In summary, endogenous production of prostanoids may regulate penile smooth
muscle contractility by way of specific receptors. TP-receptors mediate contraction in HCCS and
HPRA, while the relaxant effects of prostanoids are mediated by EP2- and / or EP4-receptors in
HCCS and by EP- and IP-receptors in HPRA.

British Journal of Pharmacology (2002), 136, 23-30.

Keywords:Prostanoid receptors; human corpus cavernosum; human penile resistance arteries; impotence.
Abbreviations : DP, D-prostanoid; EP, E-prostanoid; FP, F-prostanoid; HCCS, human corpus cavernosum strips;
HPRA, human penile resistance arteries; IP, I-prostanoid; PGD,, prostaglandin D,; PGE;, prostaglandin E;; PGE,,

prostaglandin E,; PGF2a, prostaglandin F2a; PGl,, prostacyclin; TP, T-prostanoid; TXA,, thromboxane A,.
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Introduction

Derivates of arachidonic acid
genarated through the cyclooxigenase
pathway are local mediators involved in
many regulatory processes such as
inflammation, platelet aggregation,
control of vascular tone, etc. The large
number and the importance of the
actions exerted by prostanoid confer
pharmacological relevance to the
modulation of the effects induced by
these compounds. Prostanoid receptors
are grouped into five families: DP
receptors, EP receptors (including four
subtypes with different actions), FP
receptors, I[P receptors and TP
receptors. The distribution of prostanoid
receptors differs substantially between
tissues and the coexistence of
receptors mediating antagonistic
actions is frequently observed (Baxter
et al., 1995; Lydford et al., 1996; Quan
et al., 1994).

Production of thromboxane A,
(TXA), prostaglandin F2a. (PGF2a),
prostacy-clin (PGI2) and prostaglandin
E, (PGE,) has been reported in rabbit
(Daley et al., 1996) and human corpus
cavernosum tissue (Jeremy et al.,1986;
Moreland et al., 2001), and prostanoids
have been shown to induce both
contractile and relaxant effects in
human trabecular and arterial smooth
muscle (Hedlund & Andersson, 1985).

As relaxation of penile smooth
muscle is needed to achieve and
maintain penile erection (Saenz de
Tejada et al., 1991), the interest in
prostanoids for the treatment of erectile
dysfunction has focused on the use of
those with relaxant properties. PGE1
has been shown to produce penile
trabecular smooth muscle relaxation
and penile erection, and has been
extensively used as intracavernosal
therapy for impotence (Porst, 1996). It
is possible, however, that pharmaco-
logical antagonism of the action of
constrictor  prostanoids may also
facilitate penile smooth muscle rala-
xation and therefore erection. It has
been recognized that the balance in the
actions of prostanoids can be altered by
disease. Excessive production of
contractile prostanoids (Davis et al.,
1997; Koltai et al., 1990) or enhanced
contractile pathways (Hattori et al.,
1999) have been described in other
vascular tissues and the kidney
(McCarty, 1998).

The aims of this study were to
characterize the prostanoid-receptors
wich mediate contraction and relaxation
of human corpus cavernosum and

resistance penile arteries.

98



Methods

Human corpus cavernosum tissues

Human corpus cavernosum speci-
mens were obtained from impotent men
at the time of penile prothesis insertion.
Tissues were main-tained at 4-6 °C in
M-400 solution (composition per 100 ml
in g) manitol 4.19; KH,PO4. 0.205;
K;HPO4.3H,0 0.97; KCI 0.112;
NaHCO3;, 0.084; until used which was
between 2 and 16 hours from extraction
(Simonsen et al., 1997).

Vascular reactivity of resistance penile

arteries

Penile small arteries, helicines
arteries (lumen diameter 150-400 pum),
which are terminal branches of deep
penile arteries, were dissected by
carefully removing the adhering
trabecular tissue and arterial ring
segments (2 mm long) were subs-
quently mounted on two 40um wires on
microvascular double Halpern-Mulvany
(J.P.Trading,
Denmark)  for

myographs Aarhus,
isometric  tension
recordings. The vessels were allowed
to equilibrate for 30 mm in physiological
salt solution (PSS) to the following
composition (mM) : Na CI 119; KCI 4.6;
CaCl, 1.5; MgCl, 1.2; NaHCO; 24.9;
glucose 11; KH,PO, 1.2; EDTA 0.027
at 37°C continuously bubbled with 95%
O, / 5% CO, mixture to mainteain a pH

of 7.4. Passive tension and internal

circunference of vascular segments
when relaxed in situ under a transmural
pressure of 100 mmHg (L), were
determined. The arteries were then set
to an internal circumference equivalent
to 90% of L100 at which the force
development was close to maximal
(Mulvany & Halpern, 1977). The prepa-
rations were then exposed to 125 mM
K+ (KPSS, equimolar substitution of
NacCl for KCl in PSS) and the contractile
response was measured. Contractile
responses were evaluated by adding
increasing cumulative concentrations of
counds on unstimulated arterial rings.
For the relaxation studies, the arteries
were contracted with 1 uM norepine-
phrine (80% of KPSS induced com-
traction approximately) and relaxation
responses  were  evaluated by
cumulative additons of compunds to the

chambers.

Organ chamber studies

Strips of corpus cavernosum tissue
(3x3x7 mm) were immersed in 8 ml
organ chambers containing PSS,
maintained at 37 °C and aereted with
5% CO, / 95% O,, pH 7.4. Each tissue
strip was incrementally stretched to
optimal isometric tension, as deter-
mined by maximal contractile response
to 1 uM phenylephrine (Azadzoi et al.,
1992; Kim et al., 1991).
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Contractile responses were eval-
uated by adding increasing cumu-lative
concentrations of compounds on
unstimulated strips. For the relaxation
studies, tissues were contracted with
0-5 — 3 uM phenylephrine (80% of
KPSS induced contraction) and relaxa-
tion responses were evaluated by
cumulative additions of compounds to

the chambers.

Measuremnt of cyclic nucleotides in

human corpus cavernosum tissue

Corpus cavernosum strips were
immersed in 8 ml organ chambers
containing PSS, maintained at 37 °C
and aereted with 5% CO, / 95% O,, pH
7.4. Each tissue strip was incrementally
stretched to maximal contractile res-
ponse to 1uM phenylephrine. Then
each tissue was given 0.5 uM pheny-
lephrine, 30 uM zaprinast and 100 uM
IBMX and allowed to incubate for 15
min; after which time tissues were
treated with drug or vehicle. Tissues
were allowed to incubate for another 5
minutes then immediatly frozen in liquid
nitrogen and stored at — 80°C until
extraction for cyclic nucleotide assay.
Tissues were extracted by homoge-
nization in 6% trichloroacetic acid follo-
wed by ether (H,O-satured) extraction
and lyophilization. Cyclic nucleotides
were determined by ELISA using a kit
from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor,
MI, USA.).

Protein determinations

Proteins were determined using the
Bio-Rad protein Assay Kit microtiter
plate assay procedure (Bio-Rad, Hercu-
les, CA. USA.) with bovine serum albu-

min as standard.

Drugs and Materials

Arachidonic acid, phenylefrine, nor-
epinephrine (arterenol), prostaglandin
F2o (PGF2a), 9,11-dideoxy-9a, 1la-
epoxymethano PGF2a (U46619) and
indomethacin were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA.). Sulprostone, fluprostenol, pros-
taglandin E2 (PGE2), prostacyclin
(PGI2) and prostaglandin D2 (PGD2)
were purchased from Cayman Chemi-
cal (Ann Arbor, MI, USA)). [1S- [1a, 2a
(2),30,a]]17[3[[2[(Phnylamino)carbonyl]
hydrazine]methyl]-7-oxabicyclo[2,2,1] -
hept-2-yl]-5-heptenoic acid (SQ29548)
and 4-imidazolidine-heptenoic  acid
(BW245C) were obtained from Resear-
ch Biochemical International (Natick,
MA, USA.). Prostaglandin E1 (PGE1)-
a-cyclodextrin ~ was  provided by
Schwar-- Pharma. Butaprost methyl
ester was a gift from Bayer PLC and

cicaprost was a gift from Schering AG.
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Prostanoid derivates were dissol-
ved at 10 mM concentration in ethanol.
Diluitions were made in distilled water
at the time of the experiments. Ethanol
diluted as for prostanoid curves, was
used for the vehicle curves. PGE1-aCD
and non-prostanoid drugs were dissol-
ved in destilled water. Indomethacin

was dissolved in 1.5 mM NaCOs.

Data analysis

Contractile effects produced by
drugs are expressed as percentage of
contraction elicited by KPSS.
Relaxation responses are expressed as
percentage of total relaxation (loss in
tone) induced by addition of 0.1 mM
papaverine HCI to the chambers at the
end of the experiments. All data are
expressed as mean + s.e. Complete
concentration-response curves were
obtained and compared by a two-factor
analysis of variance (ANOVA) statistical
test using Stat-View software for Apple
computers. Statistical analysis of tissue
cyclic nucleotide levels was performed
by one-factor ANOVA followed by a
Student-Newman-Keuls post hoc test
using GraphPad InStat software.
Individual EC50 values were graphically
calculated with the Cricket Graph
software by plotting the individual
concentration-response  curve  and
interpolating the concentration value
corresponding to the 50% of the

maximum effect induced by the

compound. The values obtained were

grouped and expressed as mean + s.c.

The pA2 values for SQ29548 to
antagonize U46619 - induced contra-
ctions were estimated by applying the
follwing equation (Lydford et al., 1996):

PA, = log(r - 1) - log[SQ29548]
Where r is the ratio EC50 for U46619 in
the presence of SQ29548 / Ec50 for
U46619 in the control curve in the same
preparation (paired curve data). The
concentration of SQ29548 was

2x10 8 M
Results

Effect of endogenous production of
prostanoids induced by arachidonic

acid on trabecular smooth muscle tone.

One-hundred uM arachidonic acid
(AA) added to phenylephrine-contra-
cted strips of human trabecular tissue
caused modest relaxations, which were
inhibited in tissues previously treated
with the cyclooxigenase inhibitor,
indomethacin (10 uM) and markedly
enhanced in tissues treated with the TP
receptor antagonist, SQ29548 (0.02
uM) (Figure 1).
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Fig. 1 - Effects of the treatment with
indomethacine (10 uM) or SQ29548 (0.02 uM)
on loss in tone induced by the addition of
arachidonic acid (AA: 100 upM) in human
trabecular smooth muscle strips contracted with
phenylephtine. Data are expressed as mean +
s.e. mean of the percentage of total relaxation
induced by 0,1 mM papaverine. n indicates the
number of patients from whom the tissues were
collected for the experiments. *** indicates
P<0,005 vs control responses by a two-factors
ANOVA test.

Prostanoid - induced contractions of
human penile smooth muscle

Contractions in  response to
agonists for TP, FP, EP; and EP;
receptors were evaluated in human
corpus cavernosum strips and penile
resistance arteries.

The thromboxane
U46619 (0.01 nM — 3 uM), produced

potent contractile responses of human

analogue,

trabecular smooth muscle ( ECsy 8.3 +
2.8 1M ). PGF2a. (1 nM — 100 pM), the
endogenous agonist of FP receptors,
induced  contractions of human

trabecular tissue with a maximal

response (108.4 + 37.7 % of KPSS) not
significantly different from that elicited
by U46619 (128.2 + 12.5 %), but the
concentrations required were markedly
higher (ECso 6460 = 3220 nM). The
specific synthetic agonist for FP
receptors, fluprostenol (1nM — 100 puM)
was even less potent than PGF2a in
causing contractions of human tra-
becular smooth muscle (ECsq 29540 +
14040 nM). Moreover, the EP; and EP;
receptor agonist, sulprostone (1 nM -
100 uM), failed to contract trabecular

smooth muscle (Figure 2)

Fig. 2 — Contractile responses induced by the
analogue, U46619, by
prostaglandin F2o. (PGF2a), by FP receptor

thromboxane

agonist, fluprostenol, and by agonist EP1 and
EP3 receptors, sulprostone, in juman trabecular
smooth muscle strips. Data are expressed as
mean + s.e. mean of the percentage of
contraction induced by 125 mM K+ (KPSS). N
indicates the number of patients from whom the

tissues were collected for the experiments.
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The TP-receptor
SQ29548 (0.02 uM), did not modify
basal tone, but shifted to the right the

antagonist,

concentration - response curves to
U46619 in human corpus cavernosum
(ECs0 115.2 + 39.9 nM), without change
of the maximal response (Figure 3A).
The pA2 value estimated for SQ29548
in human corpus cavernosum was 9,0 +
0,1. In addition, TP receptor blockade
with SQ29548 (0.02 uM) significantly
inhi-bited the contractile responses to

PGF2o and fluprostenol (Figure 3B, 3C).

Fig. 3 — Effects of the treatment with the TP
receptor antagonist, SQ29548 (0.02 uM), on the
contractile  responses  elicited by the
thromboxane analogue, U46619 (A), bu the
prostaglandin F2o. (PGF2a) (B) and by the FP
receptor agonist, fluprostenol (C), in human
trabecular smooth muscle strips. Data are
expressed as meant s.e. mean of the
percentage of maximum contraction obtained in
absence of SQ29548. n indicates the number
of patients from whom the tissues were collected
for the experiments. ***Indicates P<0,005 vs
control responses by a two-factors ANOVA test.

Prostanoid-induced contractions in
human penile resistance arteries were
very similar to those observed in
trabecular tissue. U46619 (0.01 nM-10
uM) evoked potent contractile respon-
ses of penile arteries (ECsy 6.2+2.2 nM)
while, among the other tested agonists,
only PGF2a (0.1 nM to 100 uM) produ-
ced appreciable contractions, but
requiring high concentrations (ECsg
8900 + 6700 nM) (Figure 4).
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Fig 4 — Contractile responses induced by the
analogue, U46619, by
prostaglandin F2a (PGF2a), by FP receptor

thromboxane

agonist, fluprostenol, and by the agonist for EP1
and EP3 receptors, sulprostone, in human
penile resistance arteries. Data are expressed
as meants.e. mean of the percentage of
contraction induced by 125 mM K+ (KPSS). n
indicates the number of patients from whom the

tissues were collected for the experiments.

The TP receptor antagonist,
SQ29548 (0.02 uM) did not alter basal
tone, but as observed in cavernosal
tissue inhibited, in a competitive
manner, the contractile responses to
U46619 (245.9+485.9 nM) in human
penile arteries (Figure 5 A). The
contractions elicited by PGF2a were
significantly reduced by the treatment of
penile arteries with SQ29548 (0.02 uM)
(Figure 5 B).

Fig. 5 — Effects of the treatment with the TP
receptor antagonist, SQ29548 (0,02 uM), on the
contractile  responses  elicited by the
thromboxane analogue, U46619 (A) and by
prostaglandin F2a (PGF2a) (B) in human penile
resistance arteries. Data are expressed as
meanzs.e. mean of the percentage of maximum
contraction obtained in absence of SQ29548. N
indicates the number of patients from whom the
tissues were collected for the experiments. ***
indicates P<0,005 vs control responses by a
two-factors ANOVA test.
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Relaxant response elicited by

prostaglandins in human penile smooth

muscle

On phenylephrine — contracted
human corpus cavernosum strips,
administration of the endogenous
agonists of DP and IP-receptors, PGD,
(1 nM — 10 uM), respectively, did not
induce significant relaxant responses
and provoked weak contractions at high
concentrations. In contrast, the EP-
receptor agonist, PGE, (1 nM — 3 uM)
and PGE; (1 nM — 3 uM) and the EP, /
EP, subtype receptor agonist, butaprost
(2 nM — 100 pM) induced consistent
relaxations of trabecular smooth muscle
with the potency order of PGE, > PGE;
>> butaprost (ECso 16.3+3.8, 93.8+31.5
and 1820+1284 nM, respectively)
(Figure 6).

Fig. 6 — Responses elicited by vehicle, prosta-
glandin Dj, prostaglandinE; (PGE;), pros-
taglandin E, (PGE;) and the selective EP;
receptor agonist, butaprost, on human
trabecular smooth muscle strips contracted with
phenylephrine. Data are expressed as
meants.e. mean of the percentage of total
relaxation induced by 0,1 mM papaverine. n
indicates the number of patients from whom the

tissues were collected for the experiments.

In human penile resistance arteries, in
contrast to corpus cavernosum strips,
PGl, (1nM — 10 uM) as well as PGE; (1
nM to 10 uM) produced -consistent
relaxant responses, being the potency
order PGl, > PGE; (ECs, 60.1+18.4 and
109.0+30.9 nM, respectively). PGD,
(1nM to 1uM) exerted a dual effect on
contracted human penile arteries,
inducing relaxations comparable to
those obtained with PGE; at concen-
trations lower than 0.3 uM and produ-
cing an increase in contractile tone at
higher concentrations (Figure 7A).
When relaxations to more selective
agonists of IP, EP,/ EP, and DP rece-
ptors, cicaprost (1 nM — 10uM), buta-
prost (1 nM — 100 uM) and BW245C
(InM - 10 uM), respectively, were
tested, cicaprost and butaprost induced
consistent relaxations, although
cicaprost was several orders of
magnitude more potent than butaprost
(ECso 25.2 + 15.2 and 7050 + 6020 nM,
respectively). However, the selective
agonist of DP receptors, BW245C, did
not induce significant relaxations of

human penile arteries (Figure 7 B).
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Figure 7 (A) — Shows the responses elicited by
prostaglandin D2 (PGD2 ), prostacyclin (PGI2)
and prostaglandin E1 (PGE1) on human penile
resistance arteries contracted with
norepinephrine.

(B) shows the relaxations induced by the
vehicle, by the selective DP receptor agonist,
BW245C, by the selective IP receptor agonist,
cicaprost and the selective EP2 receptor
agonist, butaprost, on human penile resistance
arteries contracted with norepinephrine. Data
are expressed as mean + s.e. mean of the
percentage of total relaxation induced by 0.1
mM papaverine. N indicates the number of
patients from whom the tissues were collected

for the experiments.

Effect of PGE; on cyclic nucleotide
levels in human corpus cavernosum

tissue

Addition of PGE; (0.1 — 10 uM) pro-
duced a significant increase of cyclic
AMP content in human corpus
cavernosum tissue, which was concen-
tration-dependent, and was stastically
significant at the 1uM and higher com-
centrations (Figure 8A). Nevertheless,
the levels of cyclic GMP in cavernosal
tissue were not affected by the
treatment with PGE, (Figure 8B).
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Fig. 8 — Cyclic AMP (A) and cyclic GMP (B)
tissue content of human corpus cavernosum
after exposure to prostaglandin E; (PGE;). Data
are expressed as meants.e. mean of pmol
cyclic AMP or cyclic GMP per mg of tissue. n
indicates the number of patients from whom the
tissues were collected for the determinations.
*»*p < 0.01, **P < 0.005 vs control (Student-

Newmann-Keuls post hoc test).

DISCUSSION

The changes in tone following of
arachidonic acid, which are prevented
by indomethacin, show the capacity of
corpus cavernosum tissue to synthetise
cyclooxigenase products that affect
contractility of penile smooth muscle.
Arachidonic acid promotes the syn-
thesis of relaxant prostanoids, since its
addition produces a moderate relaxa-
tion of trabecular smooth muscle which
is blocked by the treatment with indo-
methacin. However, the metabolism of
arachidonic acid in this tissue also
involves the generation of contractile
prostanoids, as demonstrated by the
significant increase of relaxations
following arachidonic acid adminis-
tration when the strips were treated with
the TP-receptor antagonist, SQ29548.
Thus, these results suggest that
contractile and relaxant prostanoids are
generated from arachidonic acid,
producing counteracting effects on
contractility.

The TP, FP, EP,; and EP; are the
subtypes of prostanoid receptors which
have been shown to produce
contraction in human smooth muscle
preparations (Baxter et al., 1995; Qian
et al., 1994; Senior et al., 1991; 1992).
The results of the present study show
that TP receptors are the prostanoid
receptors which mediate contraction of
human trabecular smooth muscle and

penile arteries. This observation is
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supported by the high potency of the
selective agonist of TP receptors,
U46619, to induce contractions of
human corpus cavernosum strips and
penile arteries, in contrast to the low
potency of FP agonist, PGF2a and
fluprostenol (Coleman, 1987) and the
lack of response to sulprostone, an
agonist of EP; and EP; receptors
(Bunce et al., 1990). The ECs, values
obtained for U46619 in human penile
smooth muscle are in the same range
as those obtained by other authors in
preparations  with  funcional TP
receptors, including rat aorta (6.8 nM)
(Kromer & Tippins, 1998), rabbit
saphenous vein (9.8 nM) (Lydford et al.,
1996), human bronchial smooth muscle
(12 nM) (Coleman & Sheldrick, 1989)
and human intrapulmonary (3.1 nM)
(Jino et al., 1996) and uterine arteries
(3.5 nM) (Baxter et al., 1995). In
addition, although our pA, calculations
for the antagonist of TP receptors,
SQ29548, are only estimative, these
are included in the range of pA;
previously reported for this compound
(Ogletree et al., 1985). The lack of
funcionally relevant FP receptors in our
tissues is supported by the fact that in
preparations having this type of
receptors, including cultured cells
(Griffin et al., 1998) and rabbit uterus
(Chen et al., 1998), the ECs, values for
PGF2 a (30.9 and 4 nM, respectively)
are several orders of magnitude lower

than those obtained in our study.

In addition, in those studies (Griffin
et al,, 1998; Chen et al., 1998) the
more selective FP receptor agonist,
fluprostenol, was found to be equally or
more potent than PGF2a (4.4 and 6
nM, respectively), while it was 4 fold
less potent in trabecular tissue and
inactive in penile arteries. Furthermore,
in preparations which bear TP but not
FP receptors, PGF2a was 300 folds
less potent than U46619 in human
bronchial smooth muscle (Coleman &
Sheldrick, 1989) and 743 fold less
potent in human uterine artery (Baxter
et al., 1995). In agreement with these
findings, PGF2o was 778 and 1435 fold
less potent than U46619 in human
trabecular tissue and penile arteries,
respectively. The contractions elicited
by FP receptor agonists seem to be
produced by their interaction with TP
receptors at high concentractions, since
treatment with the TP-receptor blocker,
SQ29548 (Hedberg et al., 1988), signifi-
cantly reduced the responses to
PGF2a and fluprostenol.

With respect to the prostanoid
receptors involved in relaxation of
human penile smooth muscle it is
necessary to distinguish between
trabecular and arterial tissues. The type
of prostanoid receptor that induces
relaxation of human trabecular smooth
muscle is the EP receptor, as
supported by the consistent relaxations

elicited by the prostaglandins of the E
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series, PGE, and PGE; as well as by
weak but selective EP, / EP, receptor
subtype agonist, butaprost (Gardiner,
1986). The potency of this agonist is
more than one order of magnitude
lower than PGE, but this low potency of
butaprost at EP, receptors is commonly
observed (Coleman et al., 1994; Regan
et al.,, 1994). In studies with cells
expressing different prostanoid rece-
ptors from various animal species,
butaprost only binds to EP, subtype
presenting no activity on the closely
related subtype EP, (Kiriyama et al.,
1997; Castleberry et al., 2001; Jensen
et al, 2001). However, butaprost
methyl ester did not show activity
between EP, and EP, human recom-
binant receptors (Abramovitz et al.,
2000). Furthermore, the treatment of
human cavernosal tissue with PGE;
caused a concentration-dependent
increase of cyclic AMP tissue levels,
whereas the cyclic GMP levels
remained unchanged. This fact agrees
with the interaction of PGE; with an EP,
receptor, which is known to be
associated to a Gs-adenylate cyclase
pathway (Coleman et al., 1994).
Nevertheless, this fact also does not
preclude the existence of EP, receptors
which are also coupled to Gs proteins.
Thus, we cannot firmly conclude that
EP, is the only prostanoid receptor
mediating relaxation of trabecular

tissue, as EP, may be also present.

However, in suport of a
predominant functional role of EP,
receptors is the observation that
smooth muscle preparations with
functional EP, subtypes usually yield
ECs, values to PGE, below 1 nM
(Lydford et al., 1996; Coleman et al.,
1994), while the values obtained in
human trabecular tissue are notably
higher and closer to those described in
preparations expressing EP, receptors.
The existence of DP and IP receptors,
which have shown relaxant properties
in other tissues (Baxter et al., 1995;
Senior et al.,, 1992), can be excluded
since PGD, and PGl failed to produce
significant  relaxation of  human
trabecular smooth muscle. The activa-
tion of TP receptors was responsible for
contractile effects at high concen-
trations of PGD, and PGl, while the
blockade of these receptors (TP
receptors) did not influence the
ralaxation of human trabecular smooth
muscle produced by PGE;, as
confirmed by
SQ29548 (data not shown).

In human penile arteries, PGI, was

experiments  with

the relaxant agent with the highest
potency, although PGE; produced
consistent relaxations too, with an ECsgg
similar to that obtained in trabecular
smooth muscle. The presence of IP
receptors is confirmed by the potent
relaxant effect elicited in penile arteries
by cicaprost, a selective agonist of

these receptors (Sturzbecher et al,
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1986). The relaxation effects of PGI,
suggesting the presence of IP
receptors, has already been described
in large penile arteries (Hedlund &
Andersson, 1985). Our findings show
that IP receptors are also present in
small resistance penile arteries. The
ECs, values for PGI, obtained in our
preparations are slightly higher than
those observed in other human arterial
preparations(15nM; 12.7 nM) (Hadhazy
et al., 1986; Baxter et al., 1995), but
within the same order of magnitude.
PGE; can interact with IP receptors
(Dutta-Roy & Sinha, 1987) wich could
explain the relaxation of human penile
resistance arteries induced by this
molecule. However, the relaxation
exerted by butaprost suggest the
coexistence of IP and EP receptors
(EP, and / or EPy,) in arterial penile
smooth  muscle. Although PGD,
produced modest relaxation of penile
arteries, the lack of response to
BW245C, a selective agonist of DP
receptors (Whittle et al., 1983) indicates
the absence of this type of receptors in
arterial  smooth muscle. Thus, the
relaxant effect of PGD, could be
attributed to this interaction with other
receptors. While PGD, does not seem
to interact with IP receptors (Siegl et al.,
1979; Dutta-Roy & Sinha, 1987), it has
been proposed to induce relaxation of
rabbit jugular vein induced by way of
EP, receptors (Giles et al., 1989).

The lack of relaxation effect of
BW245C, that can interact with EP
receptors (Giles et al., 1989), could be
explained by the relatively higher
affinity of this compound for EP,
receptors (Wright et al., 1998; Davis &
Sharif, 2000). This would suggest that
penile arteries have predominantly
functional EP, rather than EP,
receptors.

In conclusion, endogenous and exo-
genous prostanoids regulate penile
smooth muscle contractility via specific
receptors. EP-receptors (EP, and / or
EP,) in penile arteries mediate
relaxation of human penile smooth
muscle, being the TP receptors
responsible for  prostanoid-induced
contraction of penile smooth muscle
(arterial and trabecular). The possible
clinical relevance of these findings
relies on the generation of new
therapeutic  targets which  could
enhance the action of relaxant
prostanoids and / or block TP receptor
activation, mainly in diseases where an
excessive activity of these receptors

could exist.
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LA DIABETES ALTERA LA REGULACION QUE EJERCEN LOS RECEPTORES DE
PROSTANOIDES SOBRE EL TONO DEL MUSCULO LISO DEL PENE HUMANO

Angulo Frutos, J; Cuevas Sanchez, P; La Fuente Carvalho, J; Rolo, F;
Rodriguez Vela, L; Gabancho Iglesias, S; Fernandez Ayerdi, A; * Ney, P; Saenz de
Tejada Gorman, I.

Fundacion para la Investigacion y el Desarrollo en Andrologia, Dept
Investigacién, Hospital Ramon y Cajal, Madrid. * Corporate Development, Schwarz-

Pharma, Monheim, Alemanha.

INTRODUCCION: Los objectivos del presente estudio fueron caracterizar los
receptores de prostanoides implicados en la regulacion del tono del musculo liso
trabecular y arterial del pene humano; determinar la existencia de un antagonismo
funcional entre los receptores que median contraccion y relajacion del musculo liso
trabecular y evaluar la influencia de la diabetes sobre este balance entre acciones
contractiles y relajantes.

RESULTADOS: Los receptores TP son responsables de la contraccion de las
tiras de cuerpo cavernoso humano (TCCH) y de las arterias peneanas de resistencia
(APRH), ya que el agonista de estos receptores, U-46619, contaio potentemente las
TCCH (ECy 8,3%£2,8 nM) y las ARPH (ECs, 6,2+2,2 nM) y las debiles contracciones
producidas por la PGF,, (ECsy 6460+3220 nM en TCCH y 8900+6700 nM en APRH)
fueron inhibidas por el antagonista selectivo de los receptores TP, SQ29548 (0.02
uM). Los receptores EP, son los responsables de los efectos relajantes producidos por
los prostanoides sobrebTCCH, porque tan solo PGE; (ECs, 16,3+ 3,8 nM), PGE; (ECx
93,8+31,5 nM) y el agonista selectivo de los receptores EP,, butaprost (ECs, 1820+
1284 nM), produjeron la relajacion consistente de este tejido. En APRH, prostaciclina
(ECso 60,1£18,4 nM) y PGE; (ECso 109,0+30,9 nM), asi como el agonista de los
receptores IP, cicaprost (ECsy 25,2+15,2 nM) y butaprost (ECsy 7050+6020 nM)
causaron relajaciones, lo que sugiere la coexistencia de los receptores IP y EP, en
este lecho arterial. El &cido araquiddnico indujo relajacion de las TCCH que fue
blogueada por indometacina y potenciada por SQ29548, lo que revela una produccion
simultanea de prostanoides contractiles y relajantes. De hecho, la preincubacién con
una baja concentraciéon de U46619 (3 nM) inhibié significativamente la relajacién
inducida por PGE; sobre la TCCH. Comparada com PGE; la capacidad relajante de la
PGE,, el metabolito activo de la PGE1, fue menor (méaxima relajacion 84,4+2,3 % y

61,6+5,4% para PGE; y PGE,, respectivamente) debido a su interaccion con los
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receptores TP. Dicha inHibicion fue significativamente mayor en los tejidos
procedentes de pacientes diabéticos (maxima relajacibn a PGE; 50,9+7,7% vy
71,6+£5,3% en tecido diabético y no diabético, respectivamente). Esta diferencia
existente entre los tejidos de pacientes diabéticos y no diabéticos desaparecio tras el
tratamiento com SQ29548.

CONCLUSIONES: En resumen, los receptores TP median la contraccion en
TCCH y APRH mientras que los efectos relajantes de los prostanoides son mediados
por los receptores EP, en TCCH y por los receptores IP y EP, en APRH. La activacion
de los receptores TP antagoniza las acciones relajantes de los prostanoides, lo que se
agudiza en diabetes, donde existe una potenciacion de las acciones mediadas por los
receptores TP.

Palabras clave: prostanoides, diabetes, pene humano
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EL ENVEJECIMIENTO REDUCE LAS RESPUESTAS ERECTILES IN VIVO Y
DETERIORA LA RELAJACION DEL CUERPO CAVERNOSO EN UN MODELO DE
CONEJO

Angulo Frutos, J.; Cuevas Sanchez, P.; Fernandez Ayerdi, A.; Gonzalez
Corrochano, R.; Moncada Iribarre, I.; La Fuente Carvalho, J.; Rolo F.; Saenz de
Tejada Gorman, |.

Fundacion para la Investigacibn y el Desarrollo en Andrologia. Dpto. de

Investigacién del Hospital Ramon y Cajal, Madrid.

INTRODUCCION: La incidencia de la disfuncion eréctil se incrementa
significativamente segln aumenta la edad del hombre. Se ha demonstrado que existe
un deterioro de la funcién vascular associado al envejecimiento, lo que podria estar
relacionado con el desarrollo de la impotencia. Sin embargo, los mecanismos que
subyacen en la disfuncién eréctil associada al envejecimiento no se conocen. Por otra
parte, el 6xido nitrico (NO) es un mediador fundamental de la relajacién del musculo
liso peneano y la erecion.

OBJECTIVOS: EIl objectivo de este trabjo fue caracterizar el efecto del
envejecimiento sobre las respuestas eréctiles inducidas por la administracion sistémica
de un donador de NO y sobre la relajacion del cuerpo cavernoso mediada por NO en
un modelo de conejo.

MATERIAL Y METODOS: Se compararon las respuestas erectiles in vivo en
conejos adultos jovenes (5 meses) com las obtenidas en conejos viejos (>20 meses),
asi como las respuestas de relajacién del cuerpo cavernoso de los mismos conejos
determinadas en un sistema de bafio de 6rganos.

RESULTADOS: La administracién intravenosa de nitroprussiato sédico (NPS: 0,2
mg/kg) produjo respuestas eréctiles en conejos conscientes que fueron
significativamente mayores en conejos jovenes. Los estudios de bafio de 6rganos
revelaron que la relajacion dependiente de endotélio en el cuerpo cavernoso de
conejos viejos estaba significativamente reducida (ECsp 46,5 + 9,4 nM vs 8,2 + 1,5 nM;
p < 0.005; Emax 68,0 + 4,5% vs 82,7 + 3,3%; p < 0,05). Igualmente, se comprob6 que
existia un deterioro significativo de la relajacion mediada por la estimulacion de los
nervios nitrérgicos en el cuerpo cavernoso de los conejos viejos (Emax 43,2 + 3,8% vs
68,9 + 5,9%; p < 0,01).

CONCLUSIONS: Los resultados demuestran que el envejecimiento produce una

reduccion de las respuestas in vivo inducidas por la estimulacién farmacolégica de la
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via del NO / GMPc. Este hecho, junto a la observacion de que las relajaciones
mediadas por la liberacion de NO enddgeno en el cuerpo cavernoso se ven
deterioradas por el envejecimiento sugiere que existe un deficit funcional de la via del
NO / GMPc que podria ser responsable de la elevada incidencia de disfuncién eréctil
en pacientes de edad avanzada.
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Consultation multidisciplinary of Andrology
Hospital Santo Antonio — Oporto
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In the last two decades an increasing number of patients have attended our
Andrology Unit for erectile dysfunction (ED), defined as inability to obtain and maintain
an erection sufficient to undergo vaginal penetration during the sexual act. This may be
explained by the increasing awareness and to the availability of new therapeutic
options largely divulged by media.

Data from the Massachusetts Male Ageing Study shows a prevalence of ED of
52% in men between 40 and 70 years old, indicating the occurrence of 300.000 new
cases each year in the US. In this age group ED patients commonly have significant
comorhbdity, and on the hand a lot of conditions and life style aspects are risk factors for
ED: alcohol abuse, psychiatric diseases (ex. Anxiety, depression, neurosis), heurologic
diseases (multiple sclerosis, diabetes, spinal trauma), vascular conditions
(arteriosclerosis, hypertension, hypercholesterolemia), endocrinopathys (hypogo-
nadotrophic hypogonadism), medications (neuroleptics, antihypertensors, antian-
drogens, etc), penile conditions (Peyronie’s disease, congenital curvature) etc. This
involves a multidisciplinar approach to the andrologic patient with contribution of
various specialities. For this matter we created a task group enclosing people from
several specialities: Urology, Gynaecology, Radiology, Endocrinology, Vascular
surgery and Sexology.

In the first visit the patient is observed by the andrologist. After the initial
evaluation by medical and sexual history and physical examination, other diagnostic
tests are requested if needed. The couple is given information regarding this problem
and its treatment including life style changes. If necessary the patient is referred to
other speciality in the Andrology Unit.

Sexologists give an invaluable support when addressing patients with psycologic
related sexual dysfunction and also in evaluating some patients previous to surgery
(ex: penile protesis and curvature corrections). Endocrinologists are fundamental when
treating patients with diabetes and other endocrinopathies. A close relation to
nephrologists is also important in patients with renal failure or kidney allografts.
Dialogue with neurologists is important mainly when ED is related to drugs acting in
CNS and when initiating dopamine agonists. Vascular Surgeons are responsible for
ecodoppler, selective angiography and for surgery in iliaco-pudendal territory.

Cavernosometry is performed in radiology department. The recent inclusion of
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gynaecology in this group is related to the increasing awareness of female sexual
dysfunction.

Every month is carried out an interdisciplinary meeting where all these
specialities get together to discuss case problems. These meetings are extremely
important because all aspects of the patient can be discussed.

The Andrology Unit has an operating room for ambulatory surgery, one day per
week. Most surgeries like circumcisions and Nesbit procedures are performed in this
theatre.

Trained nurse staff is also very important, mainly when intracavernous therapy is
needed. They give carefully information on handling the product and possible
complications. This has diminished treatment drop-outs and complications.

Future prospects in the treatment of ED seem promising and also challenging.
Pharmaco therapy is getting an increasing role in treatment, and patients tend to be
classified as pharmaco-sensitive or pharmaco-resistent. Only the more complex cases
tend to be referred to the andrologist, those with difficult diagnose and pharmaco-

resistent possibly requiring surgery.
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