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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenga genética autossOmica recessiva decorrente de
mutac¢des no gene da globina beta, levando a sintese de uma hemoglobina anémala (HbS). Em
condi¢cdes de baixa tensdo de oxigénio, a HbS sofre polimerizagao, causando deformagéo das
hemacias, que assumem o formato caracteristico de foice. Essas células alteradas apresentam
maior fragilidade e sao destruidas precocemente na circulacdo, gerando uma hemodlise
intravascular crénica. Esse fenbmeno desencadeia diversas complicagdes clinicas graves,
como crises vaso-oclusivas, acidentes vasculares encefalicos, disfungdes organicas cronicas e
priapismo. Estudos clinicos anteriores ja demonstraram uma correlacido positiva significativa
entre episddios de priapismo e niveis elevados de hemdlise intravascular em individuos com AF.
Contudo, até o momento, ndo existiam estudos experimentais demonstrando diretamente o
impacto da hemdlise intravascular sobre a funcao erétil. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da hemdlise intravascular induzida por fenilhidrazina (PHZ) sobre a fungéo
relaxante da musculatura lisa do corpo cavernoso em modelo murino, bem como investigar o
papel da hemdlise intravascular no aumento do estresse oxidativo peniano. Inicialmente,
analisamos a influéncia da hemdlise intravascular nos mecanismos de relaxamento dos corpos
cavernosos. Os relaxamentos induzidos por acetilcolina (1 nM - 10 uM) e estimulagéo elétrica
(EFS, 2-32 Hz) foram significativamente maiores no grupo tratado com PHZ em relagdo ao
controle. Houve aumento significativo da expressao proteica da heme oxigenase-1 (HO-1) no
grupo PHZ, sem alteracdes significativas na expressao da fosfodiesterase do tipo 5 (PDES5). A
pré-incubacao com o inibidor especifico da HO-1 (composto 1J, 10 uM) reverteu o aumento das
respostas relaxantes induzidas pela acetilcolina e EFS no grupo PHZ. Além disso, a producao
basal de GMPc foi reduzida nos animais tratados com PHZ. Na segunda etapa, investigamos o
papel da hemodlise intravascular na indugdo do estresse oxidativo peniano. Observou-se
aumento significativo na expressao proteica de NADPH oxidase 2 (NOX-2), 3-nitrotirosina (3-
NT) e 4-hidroxinonenal (4-HNT) no corpo cavernoso dos animais submetidos a hemdlise. Em
conjunto, nossos resultados demonstram que a hemodlise intravascular promove um
relaxamento exacerbado da musculatura lisa do corpo cavernoso, associado ao aumento da
expressdao de HO-1 e ao estresse oxidativo mediado por NOX-2. Esses resultados
experimentais corroboram estudos clinicos prévios que estabelecem uma forte relagao entre
niveis elevados de hemdlise intravascular e o priapismo na anemia falciforme, contribuindo para
uma melhor compreensao da fisiopatologia envolvida.

PALAVRAS-CHAVE: anemia. GMP ciclico. disfuncdo erétil. éxido nitrico. Nucleotideo Ciclico
Fosfodiesterase do Tipo 5
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ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is an autosomal recessive genetic disease resulting from mutations in
the beta-globin gene, leading to the synthesis of abnormal hemoglobin (HbS). Under low oxygen
tension, HbS polymerizes, causing deformation of red blood cells, which assume the
characteristic sickle shape. These altered cells exhibit increased fragility and undergo premature
destruction in circulation, resulting in chronic intravascular hemolysis. This phenomenon triggers
severe clinical complications, such as vaso-occlusive crises, stroke, chronic organ dysfunction,
and priapism. Previous clinical studies have demonstrated a significant positive correlation
between priapism episodes and elevated levels of intravascular hemolysis in individuals with
SCA. However, until now, no experimental studies have directly demonstrated the impact of
intravascular hemolysis on erectile function. In this context, the objective of this study was to
evaluate the effect of intravascular hemolysis induced by phenylhydrazine (PHZ) on the
relaxation function of corpus cavernosum smooth muscle in a murine model, as well as to
investigate the role of intravascular hemolysis in promoting penile oxidative stress. Initially, we
analyzed the influence of intravascular hemolysis on the relaxation mechanisms of cavernous
bodies. Relaxation responses induced by acetylcholine (1 nM - 10 uM) and electrical field
stimulation (EFS, 2-32 Hz) were significantly greater in the PHZ-treated group compared to
controls. A significant increase in the protein expression of heme oxygenase-1 (HO-1) was
observed in the PHZ group, without significant changes in the expression of phosphodiesterase
type 5 (PDEDS). Pre-incubation with a specific HO-1 inhibitor (compound 1J, 10 uM) reversed the
enhanced relaxation responses induced by acetylcholine and EFS in the PHZ group.
Additionally, basal cyclic GMP (cGMP) production was reduced in PHZ-treated animals. In the
second stage, we investigated the role of intravascular hemolysis in inducing penile oxidative
stress. A significant increase in the protein expression of NADPH oxidase 2 (NOX-2), 3-
nitrotyrosine (3-NT), and 4-hydroxynonenal (4-HNT) was observed in the corpus cavernosum of
hemolysis-subjected animals. Collectively, our findings demonstrate that intravascular hemolysis
promotes exaggerated relaxation of corpus cavernosum smooth muscle, associated with
increased HO-1 expression and oxidative stress mediated by NOX-2. These experimental
results support previous clinical studies establishing a strong relationship between elevated
intravascular hemolysis levels and priapism in sickle cell anemia, contributing to a better
understanding of the underlying pathophysiology.

KEYWORDS: anemia. cyclic GMP. erectile dysfunction. nitric oxide. Cyclic Nucleotide
Phosphodiesterases, Type 5
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1. INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) é uma das formas mais graves da doenca falciforme (DF), que
engloba diversas hemoglobinopatias resultantes de uma mutagdo genética que altera a
estrutura da molécula transportadora de oxigénio, a hemoglobina (Kato et al., 2018). Trata-se de
uma condicdo autossémica recessiva que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo,
especialmente em regides da Africa, onde a prevaléncia é alta. Estima-se que mais de meio
milhdo de bebés tenham nascido com AF em 2021, sendo que trés quartos desses casos
ocorreram em paises africanos (Nkya et al., 2024; Thomson et al., 2023). A fisiopatologia da AF
envolve a substituicdo de um Unico aminoacido na cadeia  da hemoglobina, onde o &cido
glutdmico é substituido por valina, resultando na formagédo da hemoglobina S (HbS) (Sundd;
Gladwin; Novelli, 2019). Sob condi¢des de baixa oxigenagéo, a HbS polimeriza-se, tornando as
hemacias rigidas e em formato de foice, 0 que leva a crises vaso-oclusivas e danos teciduais.
Além disso, a hemodlise intravascular crbénica é uma alteracdo importante que contribui
significativamente com a fisiopatologia da AF (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

A hemodlise intravascular resulta na liberacdo de hemoglobina livre no plasma (Reiter et
al., 2002). Em condigbes fisiolégicas, a haptoglobina é a proteina plasmatica responsavel por
defender o organismo contra o acumulo de hemoglobina livre no plasma (Schaer et al., 2014).
No plasma, a haptoglobina se liga a hemoglobina livre e esse complexo € metabolizado por
macréfagos no sistema reticuloendotelial, principalmente no bagco (Thomsen et al., 2013).
Contudo, na AF, elevadas concentra¢des de hemoglobina sao liberadas no plasma, saturando a
capacidade de ligacdo da haptoglobina, cujos niveis declinam rapidamente, resultando no
acumulo de hemoglobina livre e heme no plasma (Gbotosho; Kapetanaki; Kato, 2021; Muller-
Eberhard et al., 1968). Para neutralizar a toxicidade decorrente da hemdlise, o grupo heme é
metabolizado por duas enzimas: a heme oxigenase-1 induzivel (HO-1) e a heme oxigenase-2
constitutiva (HO-2). Esse processo produz CO, biliverdina e ferro, reduzindo os efeitos nocivos
da hemdlise (Thomsen et al., 2013).

Estudos clinicos demonstraram uma forte correlagdo positiva entre o priapismo e altos
niveis de hemdlise intravascular em homens com AF (Akakpo; Burnett, 2025; Cita et al., 2016;
De Niro et al., 2023; Kato; Steinberg; Gladwin, 2017; Nolan et al., 2005). O priapismo isquémico
€ uma condicdo médica caracterizada por uma erecao prolongada e frequentemente dolorosa
do pénis que tipicamente dura mais de quatro horas, independentemente de estimulacao sexual
(Salonia et al., 2014). Essa condicao € uma emergéncia urolégica que pode levar a necrose
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peniana e disfungcao erétil permanente (Salonia et al., 2014). Pesquisas abrangendo homens
adultos com AF indicam uma prevaléncia de priapismo de 32,6%, com a maioria (74%)
experimentando episddios intermitentes, geralmente resolvendo-se espontaneamente dentro de
quatro horas (ldris et al., 2020; Idris; Burnett; DeBaun, 2022a).

Nas ultimas décadas, diversos estudos experimentais mostraram que o desenvolvimento
do priapismo na AF esta associado a redugao da biodisponibilidade endotelial de éxido nitrico
(NO) no pénis (Burnett; Bivalacqua, 2007; Henrique Silva et al., 2018; Idris; Burnett; DeBaun,
2022a; Silva et al., 2016a, 2016c), pois na AF a hemoglobina livre no plasma ou no espago
intersticial pode reagir com o NO, gerando nitrato (NO;™) e meta-hemoglobina (Reiter et al.,
2002). Estudos clinicos tém especulado que a inativagcdo do NO pela hemoglobina pode
contribuir para o priapismo na AF (Nolan et al., 2005; Kato et al., 2006; Cita et al., 2016).
Contudo, até o momento, ndo h& estudos experimentais que corroborem essa evidéncia clinica.
Compreender os mecanismos fisiopatoldégicos que contribuem para o priapismo € importante
para prevenir complicacdes futuras e desenvolver medicamentos para seu tratamento.
Considerando que evidéncias clinicas indicam uma associagao entre hemolise intravascular e
priapismo, propusemos a hipétese de que o excesso de hemoglobina plasmatica contribui para

modificagdes no pénis associadas ao desenvolvimento do priapismo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia Peniana

A genitdlia externa, no sexo masculino, é composta pelo escroto e o pénis que
apresentam seu desenvolvimento na vida intra uterina, sob a influéncia hormdnios
androgénicos, a partir da 72 semana de, sendo completada por volta da 162 e a 172 semana
gestacional (Graaff, 2003; Yiee; Baskin, 2010).

O pénis, que na posicao anatbmica esta ereto, e quando esta flacido sua face dorsal esta
voltada anteriormente, € um 6rgado comum aos sistemas genital masculino e urinario, e pode ser
dividido da seguinte forma: uma porgao proximal fixa aos ramos isquiopubicos, a raiz do pénis;
uma porcao média e pendular alongada, o corpo do pénis; e uma por¢ao distal em forma de
cone, a glande do pénis (Graaff, 2003; Hsieh et al., 2012; OVALLE, 2014; Yiee; Baskin, 2010).

O pénis humano é uma estrutura Unica composta de 3 colunas cilindricas de tecido erétil
mantidas juntas por tecido fibroso e recobertas pela derme e epiderme. Estas colunas
cilindricas, que na raiz do pénis estdo firmemente fixadas a membrana do perineo por fascias e
musculos, em seu corpo sao formadas dorsalmente pelos corpos cavernosos, e ventralmente
pelo corpo esponjoso, sendo que este Ultimo abriga a parte esponjosa da uretra. Os corpos
cavernosos sao revestidos por uma camada fibroelastica densa, denominada tunica albuginea
dos corpos cavernosos, € 0 corpo esponjoso é revestido pela tlnica albuginea do corpo
esponjoso, um tecido fibroelastico delgado que apresenta uma camada de musculo liso na
superficie interna. Diferentemente dos corpos cavernosos, 0 corpo esponjoso e a glande do
pénis nao atingem estado de rigidez, o que justifica as diferencas nos revestimentos
fibroelasticos destas estruturas, além evitar a obstrucdo da uretra durante a erecao peniana
(figura 01) (Bivalacqua et al., 2009; OVALLE, 2014; Paszty et al., 1997; Wu et al., 2006).
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FIGURA 1 - Seccao mediana, vista lado esquerdo da pelve masculina. (PAULSEN, Friedrich, 2019).

Os corpos cavernosos ficam unidos no plano mediano do corpo do pénis e formam o
septo do pénis, porém na raiz do pénis se separam para formar os ramos do pénis. Além das
tunicas albugineas, as trés colunas cilindricas possuem dois outros revestimentos: a fascia
profunda do pénis (fascia de Buck) e a tela subcutidnea do pénis (tunica Dartos do pénis)
(OVALLE, 2014).

A fascia profunda do pénis, que € a continuagéo da fascia profunda do perineo, forma um
revestimento membranaceo forte que une 0s corpos cavernosos e corpo esponjoso. Na face
anterior da sinfise pubica, na jungéo da raiz e do corpo do pénis, suas fibras se condensam e
formam o ligamento suspensor do pénis, que fixam os corpos eréteis a sinfise pubica (Graaff,
2003).

A tela subcuténea do pénis (tunica Dartos) que se dispde longitudinalmente ao longo do
pénis, na altura da linha alba e sinfise pubica, sofre uma condensacgéao irregular de suas fibras
colagenas e elasticas formando o ligamento fundiforme do pénis. Este ligamento, localizado
superficialmente ao ligamento suspensor do pénis, se divide na face dorsal do pénis e o
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circunda, sendo que em sua face ventral volta a se fundir com a tela subcutanea para formar o
septo do escroto (Graaff, 2003; Yiee; Baskin, 2010).

Na raiz do pénis, localizado no espaco superficial do perineo, encontram-se 0s seguintes
musculos: isquiocavernosos, bulboesponjoso e transverso superficial do perineo. Os musculos
isquiocavernosos, que estao localizados circundando superficialmente a fascia profunda que
envolve os ramos do pénis, se fundem a membrana do perineo e auxiliam na fixacdo dos
tecidos eréteis. Estes musculos forcam a passagem do sangue dos ramos do pénis para as
partes distais dos corpos cavernosos, aumentando o turgor do pénis durante a eregdo. A
contracao destes musculos também comprime as tributarias da veia dorsal profunda do pénis,
dificultando a saida de sangue venoso, 0 que ajuda a manter a ere¢édo e a rigidez peniana
(Dean; Lue, 2005; MacDonald; Burnett, 2021).

O musculo bulboesponjoso, que esta localizado circundando superficialmente a fascia
profunda que envolve o bulbo do pénis, também se funde a membrana do perineo e auxilia na
fixagdo dos tecidos eréteis nesta regido. Este musculo forma um constritor que comprime o
bulbo do pénis e a parte proximal do corpo esponjoso, auxiliando no esvaziamento da urina
e/ou sémen residual da parte esponjosa da uretra, aumentando a pressao sobre o tecido erétil
na raiz do pénis. J& os musculos transversos superficiais do perineo, em conjunto com o
musculo bulboesponjoso, unem-se ao musculo esfincter externo do anus na fixagao central ao
corpo do perineo. A contracdo simultanea destes musculos durante a erecao do pénis garante
uma base mais firme, além de auxiliar na sustentacdo das visceras pélvicas. Envolvendo
superficialmente estes musculos encontramos a fascia superficial do perineo (Fascia de
Gallaudet), firmemente fixada aos ramos isquioplbicos, que se funde anteriormente ao
ligamento suspensor do pénis, sendo continua com a fascia dos musculos sobre os musculos
da parede antero-lateral do abdome (Graaff, 2003; OVALLE, 2014).

As porcoes distais dos corpos cavernosos sao encobertos pela glande do pénis, que é
uma expansao do corpo esponjoso. A margem livre da glande do pénis se projeta para formar
a coroa da glande, que decai sobre uma constricao sulcada obliqua denominada colo da glande
do pénis, separando a glande do corpo do pénis. Na extremidade da glande do pénis
encontramos uma abertura em fenda, o 6éstio externo da uretra (Graaff, 2003; OVALLE, 2014).

Todos esses tecidos séo revestidos por uma pele fina, de pigmentacdo um pouco mais
escura em relacao a pele adjacente, que esta unida as fascias por tecido conjuntivo frouxo. No
colo da glande, a pele e a fascia do pénis sao prolongados como uma dupla camada de pele
formando o prepucio do pénis, que em homens nao circuncidados cobre a glande do pénis. Da



17

face uretral da glande do pénis até a camada mais profunda do prepucio, observa-se uma prega
mediana denominada de frénulo do prepucio (OVALLE, 2014).

2.2. Inervacao Peniana

A inervagao peniana se da através dos nervos formados pelos segmentos medulares de
S2-S4 da medula espinal e dos géanglios sensitivos de nervos espinais, através dos nervos
esplancnicos pélvicos para a inervagdo parassimpatica, plexo hipogastrico superior para a
inervagdo simpatica, e dos nervos pudendos para a inervagdo somatica (Drake; Vogl; Mitchell,
2021; Moore; Dalley; Agur, 2018; Yiee; Baskin, 2010).

7

A inervacdo sensitiva e motora somatica do perineo € realizada por ramos do nervo
pudendo, que penetra na fossa isquioanal pelo forame isquidtico menor e segue até o espaco
superficial do perineo pelo canal do pudendo (Canal de Alkcock). Trés sdo os principais ramos
do nervo pudendo: nervo anal inferior, nervo perineal e nervo dorsal do pénis. O nervo anal
inferior inerva os musculos esfincter anal externo, o revestimento da parte inferior do canal anal
e a pele da regiao perianal. O nervo perineal, maior ramo inferior do nervo pudendo, localizado
superficialmente a membrana do perineo, através de seus ramos musculares supre 0s
musculos superficiais e profundos do perineo, a parte anterior do masculo esfincter externo do
anus e dos musculos levantadores do anus, ja seus ramos escrotais, através dos nervos
escrotais posteriores, suprem a pele do escroto. O nervo dorsal do pénis, principal nervo
sensitivo do 6rgao genital masculino, perfura a membrana do perineo e segue anteriormente no
espaco profundo do perineo e lateralmente a artéria dorsal pénis, suprindo em seu trajeto sobre
0 dorso do pénis os corpos cavernosos e termina na glande do pénis (Drake; Vogl; Mitchell,
2021; Moore; Dalley; Agur, 2018).

A inervacao autonémica do pénis se da pelos ramos no plexo hipogastrico inferior, que
possui inervagdo autondémica mista, com fibras simpaticas e parassimpaticas. Este plexo é
formado pela juncdo do plexo hipogastrico superior, que na altura do promontério do 0sso sacro
formam os nervos hipogastricos (direito e esquerdo) que conduzem fibras pés-ganglionares
simpaticas, e pelos nervos esplancnicos pélvicos, que conduzem fibras pés-ganglionares
parassimpaticas sacrais (Drake; Vogl; Mitchell, 2021; Moore; Dalley; Agur, 2018).

O plexo hipogastrico superior esta localizado na fascia extraperitoneal da pelve,
lateralmente ao reto, glandula seminal, parte posterior da bexiga urinaria e prostata. Na prostata
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forma o plexo prostatico, composto por grandes nervos que penetram na base e faces laterais
deste 0Orgao, suprindo além da prostata, as glandulas seminais, a uretra, os ductos
ejaculatérios, 0s corpos cavernosos e corpo esponjoso e glandulas bulbouretrais. Os nervos
para o0s corpos cavernosos foram dois conjuntos principais de nervos: 0s nervos cavernosos
menor e maior. Os nervos cavernosos menores suprem 0 COrpo esponjoso e a parte esponjosa
da uretra masculina, ja 0s nervos cavernosos maiores, seguem no dorso do pénis em conjunto
com o nervo dorsal e suprem principalmente os corpos cavernosos. Desta forma, como a
inervagdo autondmica é mista, a via simpatica promove a contragdo da prostata, do musculo
esfincter da uretra e a vasoconstricdo peniana, enquanto a via parassimpatica promove a
vasodilatacao, ja que estes nervos inervam as artérias helicinas do tecido erétil (Moore; Dalley;
Agur, 2018).

2.3. Vascularizacao peniana

A irrigacé@o arterial peniana € realizada por um ramo da divisdo anterior da artéria iliaca
interna, a artéria pudenda interna, que juntamente com o nervo pudendo e veia pudenda
interna, penetra na fossa isquioanal pelo forame isquiatico menor e segue até o espaco
superficial do perineo pelo canal do pudendo (Canal de Alkcock). Superficialmente a membrana
do perineo, este vaso emite as artérias perineais que suprem os musculos do espaco superficial
do perineo e o0 escroto. Logo apds, para alcangar o espago profundo do perineo, a artéria
pudenda interna perfura a membrana do perineo e emite ramos os seguintes vasos: artéria do
bulbo do pénis, artéria uretral, artéria profunda do pénis e a artéria dorsal do pénis (Moore;
Dalley; Agur, 2018).

A artéria do bulbo do pénis irriga o bulbo do pénis, a parte esponjosa da uretra na raiz do
pénis e a glandula bulbouretral. A artéria uretral irriga a uretra e o tecido erétil ao seu redor e se
dirige a glande do pénis. A artéria profunda do pénis, ramo terminal da artéria pudenda interna,
perfura novamente a membrana do perineo e para penetrar nos ramos do pénis e continua nos
corpos cavernosos suprindo a totalidade deste tecido erétil. Dentro das cavernas formadas
pelas trabéculas dos corpos cavernosos, estes vasos se ramificam e formam as artérias

helicinas do pénis (Moore; Dalley; Agur, 2018; Reis, 2012).

Estes vasos sdo de suma importancia para a eregao peniana, pois quando ocorre uma
vasodilatacdo estes vasos perdem a sua tortuosidade, diminuem a resisténcia ao fluxo
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sanguineo, garantindo assim um maior fluxo sanguineo para os tecidos eréteis. Porém quando
0 pénis esta flacido, estas artérias helicinas do pénis se mantém espiraladas, restringindo o
fluxo sanguineo local. Além disso, os ramos superficiais e profundos das artérias pudendas
externas irrigam a pele do pénis, anastomosando-se com ramos das artérias pudendas internas
(Moore; Dalley; Agur, 2018).

A artéria dorsal do pénis, outro ramo terminal da artéria pudenda interna, segue no
espaco profundo do perineo, perfura novamente a membrana do perineo e se dirige
superiormente entre o ramos do pénis e a sinfise pubica atravessando o ligamento suspensor
do pénis para seguir ao longo do dorso do pénis em direcdo a glande, onde se bifurca em
ramos para suprir esta regido e o prepucio do pénis, suprindo assim a pele do pénis, a bainha
fibrosa dos corpos cavernosos, a regido distal do corpo esponjoso do pénis e a parte esponjosa
da uretra (Dean; Lue, 2005; Drake; Vogl; Mitchell, 2021).

A drenagem venosa peniana pode ser dividida em profunda e superficial, sendo que
geralmente as veias do perineo acompanham as artérias de mesmo nome, € unem-se as veias
pudendas internas, que se conectam na cavidade pélvica a veia iliaca interna. A excegao é
a veia dorsal profunda do pénis, que drena principalmente a glande e os corpos cavernosos
(drenagem profunda). A veia dorsal profunda cursa ao longo da linha mediana, entre as artérias
dorsais a cada lado do corpo do pénis, atravessa o espaco entre o ligamento pubico inferior € a
regido profunda do perineo, e se conecta ao plexo de veias ao redor da préstata. O destaque
principal é a drenagem venosa dos corpos cavernosos que ocorre através das veias subtlnicas,
as quais sdo comprimidas contra a tunica albuginea durante a erecado, caracterizando o
mecanismo oclusivo venoso, sendo o mesmo essencial para uma erecao completa (Moore;
Dalley; Agur, 2018; Reis, 2012). O sangue da pele e tela subcutanea (drenagem superficial) é
drenado para as veias dorsais superficiais, que drenam para veias pudendas externas e
posteriormente é drenado para veia safena magna e desta para a veia femoral (Moore; Dalley;
Agur, 2018).

2.4. Hemodinamica Peniana

A eregdo peniana é um evento hemodinamico no pénis, sendo o resultado final do
relaxamento dos tecidos cavernosos que envolve tanto o sistema nervoso central, o sistema

nerurovegetativo, quanto os fatores locais (Mizusawa; Ishizuka; Nishizawa, 2002; Simonsen,;
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Garcia-Sacristan; Prieto, 2002). A ativagdo da porgcao parassimpatica do sistema
neurovegetativo inicia 0 mecanismo da erecdo peniana, pois determina a vasodilatacao da
artéria peniana e o relaxamento dos elementos musculares lisos eréteis dos corpos cavernosos,
permitindo um maior aporte sanguineo arterial a estas estruturas (Simonsen; Garcia-Sacristan;
Prieto, 2002)

Os eventos hemodinamicos da fase de ere¢dao podem ser divididos em cinco etapas. Na
fase 1, ocorre um aumento rapido do fluxo sanguineo no corpo cavernoso, devido a
vasodilatacdo da artéria peniana, com alteracao significativa da pressao intracorporal peniana
de 11 mmHg para 25 mmHg. Na fase 2, é caracterizada pelo aumento da pressao
intracarvernosa de 25 mmHg para 40 mmHg o que acaba determinando uma diminuicdo nos
picos de velocidade sistdlica e velocidade final diastolica se tona zero, sendo este valor
indicativo do inicio da fase 3, mas nesta fase, o evento determinante para erecdo é o
mecanismo oclusivo venoso, que ocorre devido ao entumescimento local, levando a oclusdo do
plexo venoso subtlnico contra a tlnica albuginea e consequente redugdo da drenagem
saguinea. Na fase 4, a pressao intracavernosa é maior que a pressao diastélica. Na fase 5,
observa-se uma aumento na pressao sistolica para cerca 90 mmHg e pressao intracavernosa
para cerca de 100mmHg, que eleva o pénis da posicdo dependente para o estado ereto (fase
de erecdo completa) e aumento ainda maior da pressao intracavernosa com contragdo dos
musculos isquiocavernosos (fase de erecao rigida) (Dean; Lue, 2005).

Apbs a fase de erecdo peniana, inicia-se a fase de detumescéncia, sendo esta, iniciada
pelo relaxamento do musculo isquiocavernoso e dividida em trés etapas. A primeira implica um
aumento transitério da pressao intracorpérea, indicando o inicio da contragdo do musculo liso
contra um sistema venoso fechado. A segunda fase mostra uma diminui¢do lenta da pressao,
sugerindo uma reabertura lenta dos canais venosos com retomada do nivel basal do fluxo
arterial. A terceira fase mostra uma rapida diminuicdo da pressdo com capacidade de fluxo
venoso totalmente restaurada (Dean; Lue, 2005).

2.5. Papel do NO no Relaxamento de Corpos Cavernoso e Erecao Peniana

A fisiologia éretil normal esta relacionada com a via do NO-GMPc (Hurt et al., 2012;
Ignarro, 1990; Shamloul, 2009). A ativagédo da resposta erétil envolve mecanismos vasculares e
neurogénicos, regulados principalmente pela enzima éxido nitrico sintase (NOS), responsavel
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pela produgédo de NO. As isoformas constitutivas dessa enzima, a NOS neuronal (nNOS),
presente nos terminais nitrérgicos, e a NOS endotelial (eNOS), localizada no endotélio vascular
e sinusoidal, controlam, respectivamente, as fases inicial e de manutencédo da erecao peniana
(Hurt et al., 2012). Ap6s serem ativadas, essas enzimas produzem NO a partir do aminoacido L-
arginina (Hurt et al., 2012). O NO difunde-se para as células musculares lisas adjacentes, onde
se liga ao grupo heme da guanilato ciclase soltuvel (GCs), ativando-a para converter guanosina-
5'-trifosfato (GTP) em Monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (Champion et al., 2005). O
aumento nos niveis de GMPc ativa a proteina quinase G (PKG), que promove o relaxamento do
musculo liso do corpo cavernoso ao desencadear uma série de eventos moleculares que
culminam na diminuicdo da concentracdo de calcio intracelular. Essa reducao do célcio resulta
no relaxamento das células musculares lisas e, consequentemente, na ere¢cao peniana, como
demonstrado na figura 2 (Champion et al., 2005; Hurt et al., 2012).
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FIGURA 2 - Via de relaxamento do musculo liso cavernoso. |P3, trifosfato de Inositol; Ca2+, Calcio;
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Fosfodiesterase 5.

O término do processo erétil é determinado pela noradrenalina, liberada pelas
terminagdes nervosas do sistema nervoso simpatico. Sua acdo promove a contracao do corpo
cavernoso por meio da ativacao de receptores adrenérgicos al localizados pés-juncionalmente
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e acoplados a proteina Gqg. Essa ativacao estimula a enzima fosfolipase C, que, por sua vez,
catalisa a hidrolise do fosfatidilinositol bifosfato em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG), culminando no aumento das concentragdes intracelulares de calcio. O calcio, ao se ligar
a calmodulina, ativa a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), promovendo a fosforilagao da
MLC. A MLC fosforilada interage com a beta-actina, desencadeando a contracdo do musculo
liso e contribuindo para a manutencao do estado flacido peniano (Andersson, 2011; Mitidieri et
al., 2020).
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FIGURA 3 — Via de contracdo do musculo liso cavernoso. IP3, trifosfato de Inositol; Ca2+, Célcio;
NA, Noradrenalina; SNS, sistema nervoso simpéatico.

Além dos eventos descritos anteriormente o término do processo erétil também é mediado
pela fosfodiesterase tipo 5 (PDE5), enzima que hidrolisa o GMPc, convertendo-o em 5-GMP
inativo. O equilibrio entre a atividade da GCs e da PDE5 é crucial para manter os niveis
adequados de GMPc e, assim, a homeostase neurovascular peniana (ANELE; MORRISON;
BURNETT, 2015; CORBIN et al., 2000), tendo em vista que o GMPc, cuja producao é
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estimulada pelo NO, exerce também um papel regulador sobre a expressao da fosfodiesterase
PDE-5. Essa enzima representa um elemento importante no processo de detumescéncia,
atuando na degradacao do GMPc. Observa-se, ainda, que 0s niveis de expressao da PDE-5
apresentam uma correlacdo direta com a concentragdo basal de cGMP nos tecidos (ldris;
Burnett; DeBaun, 2022b) (Figura 3).

2.6. Anemia Falciforme e priapismo

A DF é um termo utilizado para abranger diferentes hemoglobinopatias resultantes de
uma mutacao genética que altera a morfologia da hemoglobina (Kato et al., 2018). A forma mais
comum e grave de DF é a anemia falciforme (AF) (Ware et al., 2017), caracterizada por ser uma
doenga genética autossémica recessiva, sendo AF um termo genérico dado a todas as
mutacdes no gene da globina beta que compartiiham a mesma sindrome clinica (Sundd;
Gladwin; Novelli, 2019). A relevancia da AF para a saude publica tem crescido, com mais de
meio milhdo de bebés nascendo anualmente com AF em paises da Africanos (Nkya et al.,
2024). A mortalidade total por anemia falciforme tem consistentemente figurado entre as 20
principais causas de morte entre criangas menores de 5 anos, criangas de 5 a 14 anos e
individuos de 15 a 49 anos em mais da metade das regides de alta prevaléncia (Thomson et al.,
2023).

Além do impacto da mortalidade atribuida a AF, a mutacao sofrida pela hemoglobina faz
com que a hemacia assuma um formato crescente ou de foice e isso implica em consequéncias
clinicas importantes (Kato et al., 2018; Monteiro et al., 2015; Rees; Williams; Gladwin, 2010).
Essas complicagdes incluem crise vaso-oclusiva dolorosa, acidente vascular cerebral, sindrome
toracica aguda, hemorragia retiniana, necrose avascular, infec¢des, infarto esplénico, entre
outras e complicagbes tardias, como hipertensdo pulmonar, Ulceras de perna, priapismo e
disfungao erétil decorrente do priapismo (Rees; Williams; Gladwin, 2010; Wood; Hsu; Gladwin,
2008).

A base molecular da AF é uma mutagdo pontual que resulta na substituicdo do acido
glutdmico por valina na cadeia  da hemoglobina. Essa troca, causada pela alteragédo da base
nitrogenada timina por adenina (GAT — GTT) no sexto cédon do éxon 1 do DNA localizado no
cromossomo 11. Essa mutacdo altera o DNA de maneira que, em vez de codificar o acido
glutdmico, passa a codificar a valina. Essa valina é entdo incorporada na posicdo 6 da
sequéncia de aminoacidos da cadeia 3 da hemoglobina, resultando em uma modificagdo em
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sua estrutura molecular, formando a hemoglobina HbS. A falcizacdo das hemacias ocorre
quando as mesmas, sob certas condigdes, como baixa tensdo de oxigénio ou desidratacéo, a
HbS sofre polimerizagdo, formando polimeros longos (forma de foice), rigidos dentro dos
glébulos vermelhos, tornado estes mais suscetiveis a hemdlise. Devido a sua rigidez, elas nao
fluem facilmente pelos vasos sanguineos, o que pode resultar em vaso-oclusdao e isquemia
tecidual (Elendu et al., 2023; Migotsky; Beestrum; Badawy, 2022).

Assim, a anemia falciforme ndo resulta apenas em complicagdes clinicas imediatas e
potencialmente fatais, mas também apresenta um impacto duradouro na qualidade de vida dos
individuos afetados, exigindo um manejo clinico complexo para prevenir e tratar suas multiplas

manifestagdes (Ahuja et al., 2021; Kato; Steinberg; Gladwin, 2017).

O priapismo, uma erecao dolorosa persistente que ocorre com ou sem desejo sexual, esta
relacionado a AF (Alvaia et al., 2020; Idris et al., 2020). Pacientes com histérico de priapismo
associado a doenca falciforme tendem a apresentar maior incidéncia de alteracdes
morfofuncionais penianas, acompanhadas por niveis reduzidos de desejo sexual, menor
satisfacdo durante a atividade sexual e percepcao global negativa em relagdo a vida sexual,
quando comparados aqueles sem episédios prévios de priapismo. Além disso, observa-se que a
prevaléncia de disfungcdo erétil severa é aproximadamente 2,5 vezes mais elevada entre
individuos com anemia falciforme em relacdo a populacdo masculina sem a doenca,
aumentando para cerca de cinco vezes em pacientes que ja vivenciaram episédios de

priapismo (Hudnall; Reed-Maldonado; Lue, 2017; Idris et al., 2020).

Uma constatagao relevante apresentada por Idris e colaboradores (2020) revela que
aproximadamente 50% dos homens acometidos por priapismo secundario a anemia falciforme
jamais buscaram assisténcia médica para essa complicacdo. Tal evidéncia sugere que a carga
real do priapismo pode estar significativamente subestimada na literatura cientifica. Embora os
dados do referido estudo nao tenham permitido identificar as causas especificas para a
auséncia de procura por atendimento, outras investigacbes apontam fatores como
desconhecimento da associacdo entre priapismo e a doencga falciforme, sentimentos de
vergonha diante da condicdo e a natureza autolimitada das crises de priapismo do tipo
intermitente. Diante desse cenario, torna-se imprescindivel a implementacao de estratégias de
comunicagao mais eficazes e de campanhas educativas voltadas a promocdo da saude, com
vistas a fomentar mudancas comportamentais positivas no padrdo de busca por cuidados
médicos por parte desses pacientes (Alvaia et al., 2020; Idris et al., 2020; Whyte; Morrison-
Blidgen; Asnani, 2021).
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2.7. Anemia Falciforme e Hemolise intravascular

A hemoglobina é a proteina presente nos eritrécitos, cuja fungao principal é transportar
oxigénio por todo o organismo (Ahmed; Ghatge; Safo, 2020). Estruturalmente, é uma proteina
globular esferoide composta por quatro subunidades, divididas em dois pares de cadeias
globinicas, polipeptidicas. Um par é formado pelas cadeias do tipo alfa (alfa-a e zeta-¢) e o
outro pelas cadeias do tipo beta (beta-B, delta-5, gama-y e epsilon-¢). Quimicamente, essas
subunidades estao ligadas a um nucleo prostético de ferro, a ferroprotoporfirina IX (heme), que
possui a capacidade de captar oxigénio na circulagdo pulmonar e liberar esta molécula nos
tecidos periféricos. Cada cadeia polipeptidica da globina é composta por uma sequéncia
especifica de aminoacidos: as cadeias alfas tém 141 aminoacidos, enquanto as cadeias betas
tém 146. As diferentes combinacdes dessas cadeias resultam nas véarias formas de
hemoglobina presentes nos eritrécitos desde o periodo embrionario até a fase adulta, sendo
produzidas ao longo das diversas etapas do desenvolvimento humano (Figura 4) (Sundd;
Gladwin; Novelli, 2019).

FIGURA 4 - Estrutura quaternaria geral da Hb. (a) duas cadeias alfa e beta coloridas em cinza e bege,
respectivamente. (b) Estrutura da Hb oxigenada (estado R) (magenta) sobreposta a estrutura da Hb
desoxigenada (estado T) (azul). (Adaptado de Ahmed; Ghatge; Safo, 2020).

Na AF, ocorre uma mutacao na cadeia beta da hemoglobina, levando a formagéao da HbS.
Apds a desoxigenacao, as moléculas mutadas de HbS polimerizam e formam fibras rigidas
(Gutierrez et al., 2021). Esses polimeros de hemoglobina causam deformagdes nos eritrécitos,
levando a sua falcizacdo, o que compromete a reologia sanguinea e favorece a agregacao de
eritrocitos falciformes com neutréfilos, plaquetas e células endoteliais. Esse processo promove
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a estase do fluxo sanguineo, conhecida como vaso-oclusdo, que desencadeia lesdes por
isquemia-reperfusdo (Belcher et al., 2010; Solovey et al., 2004; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).
Além disso, os polimeros de HbS tornam as membranas dos eritrocitos mais frageis,
favorecendo a hemdlise intravascular, caracterizada pela destruicao das hemacias na circulagédo
e liberacao de seu contetdo no plasma (Reiter et al., 2002; Russo et al., 2025).

A liberagdo de grandes quantidades de hemoglobina livre na corrente sanguinea é uma
complicagao significativa da hemdlise intravascular, resultando na formacdo de metabdlitos
nocivos, como o heme livre. O organismo possui mecanismos protetores para limitar a
toxicidade dessas moléculas, tais como a ligagcdo da hemoglobina livre a haptoglobina e do
heme livre a hemopexina, além da degradagcdo enzimatica mediada pela HO-1 (Gbotosho;
Kapetanaki; Kato, 2021).

Quando os eritrécitos sofrem lise no sistema vascular e a hemoglobina é liberada no
plasma, ela se dimeriza e é prontamente capturada pela haptoglobina, uma proteina sérica
(Nagel; Gibson, 1971). O complexo haptoglobina-hemoglobina desempenha um papel crucial no
transporte da hemoglobina para as células do sistema mononuclear fagocitario, facilitando a
recuperagdo do ion ferro durante o processo de hemocaterese e prevenindo seus efeitos
toxicos (Shih; McFarlane; Verhovsek, 2014). Esse complexo é reconhecido pelo receptor CD163
na superficie de monécitos e macréfagos, que se liga a ele com alta afinidade, facilitando sua
endocitose e subsequente degradacdo em tecidos como figado, ganglios linfaticos, medula
0ssea e pulmao. A hemoglobina é entdo degradada em heme e globina; o anel heme é aberto,
produzindo ferro livre e biliverdina, que é reduzida a bilirrubina pela enzima biliverdina redutase
(Kristiansen et al., 2001; Smith; McCulloh, 2015; Thomsen et al., 2013).

Na AF, ocorre uma diminuicao significativa dos niveis séricos de haptoglobina devido ao
fato de que essa proteina ndao é reciclada ap6s a formacado do complexo haptoglobina-
hemoglobina (Buehler; Humar; Schaer, 2020). Devido a intensa hemdlise presente na doenca,
ha uma formacao excessiva desse complexo, resultando em esgotamento da haptoglobina e
consequente acumulo de hemoglobina livre no plasma (Kristiansen et al., 2001). Além disso, ha
esgotamento dos niveis séricos de hemopexina devido ao aumento de heme livre (Kristiansen
et al., 2001; Smith; McCulloh, 2015).
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2.8. Papel da Heme Oxigenase na Hemdlise Intravascular

A heme oxigenase-1 (HO-1) desempenha um papel central na resposta adaptativa ao
estresse oxidativo induzido pela hemolise intravascular, sendo fundamental para a degradacao
do heme livre e a prote¢do contra danos teciduais. A HO é uma enzima metabdlica e proteina
de estresse que existe em duas isoformas expressas em humanos: a HO-1, principal isoenzima
induzivel, regulada positivamente quando exposta ao heme da hemoglobina, e a HO-2,
isoenzima constitutiva (Shamloul, 2009; Thomsen et al., 2013). A HO-1, a principal isoenzima
induzivel e regulada positivamente quando exposta ao heme da hemoglobina, e sua isoenzima
constitutivamente regulada, HO-2. A HO-1 converte o heme em trés produtos catabdlicos:
biliverdina-IXa (BV), ferro ferroso e CO (Belcher et al., 2010).

Em situagbes de hemdlise, a quantidade de hemoglobina e heme liberada na corrente
sanguinea pode ultrapassar a capacidade dos mecanismos fisioldgicos de depura¢do, como 0s
mediadores haptoglobina e hemopexina, resultando na elevagédo dos niveis de heme livre com
propriedades citotoxicas, pro-oxidantes e pro-inflamatérias. Nesse contexto, a heme oxigenase-
1 (HO-1) atua de forma crucial, degradando o heme e desempenhando um papel protetor ao
reduzir o estresse oxidativo e a resposta inflamatoria decorrentes da hemdlise (Menon et al.,
2022).

Hemdlise f

S Hb
— Heme Iivre’—‘

/|  Complexo
‘\_/‘Iemopexina—h eme

“Reciclagem” l HO-1

Feﬁro + biliverdjna f

excrecdo <« bilirubina

Hepatécito

FIGURA 5 - A hemolise intravascular aumenta a ativacao da HO-1 com aumento da producao de
CO. Hb, Hemoglobina; HO-1, Heme oxigenase — 1; CO, Monéxido de carbono.
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O monéxido de carbono (CO), um dos produtos da degradacido do heme catalisado pela
HO-1, atua como importante sinalizador paracrino nos tecidos vasculares, incluindo o corpo
cavernoso peniano. Assim como o NO, o CO ativa a guanilato ciclase soluvel, elevando os
niveis de GMPc, o que promove a diminuigdo do calcio intracelular e o consequente
relaxamento do musculo liso cavernoso. Esse processo € essencial para a vasodilatacao e a
manutencao da erecao peniana. Em condi¢gdes como a doenga falciforme, onde ha estresse
oxidativo crénico devido a hemdlise continua, a expressdao de HO-1 pode representar um
mecanismo compensatério com impacto direto sobre a fisiologia erétil. A literatura recente
destaca a relevancia da atividade da HO-1 e a consequente producao de CO na regulacao do
tbnus vascular peniano e aponta seu potencial como alvo terapéutico na disfuncao erétil
associada a hemdlise intravascular (Belcher et al., 2010; Choi; Kim, 2022; Ryter; Alam; Choi,
2006a; Shen et al., 2022) (Figura 5).

Essas evidéncias reforcam a importancia da HO-1 ndo apenas como enzima detoxificante
do heme, mas como moduladora critica da homeostase vascular e sexual masculina,
especialmente em contextos patolégicos como a anemia falciforme pois desempenha um papel
crucial na oxidativa, promovendo a expressdo génica adaptativa e aumentando a circulagao
sanguinea por meio de processos como vasodilatacdo e neovascularizacao (Choi; Kim, 2022).

2.9. Fisiopatologia do Priapismo (NO — GMPc — Heme Oxigenase)

O priapismo pode ser classificado em isquémico (baixo fluxo veno-oclusivo), nao
isquémico (alto fluxo arterial) e recorrente (episodios recorrentes) (Burnett; Bivalacqua, 2007). A
forma tipica de priapismo de pacientes portadores de anemia falciforme é a isquémica, sendo a
fisiopatologia do priapismo isquémico relacionada com a congestao venosa, tendo em vista que
h& aprisionamento sanguineo nos corpos cavernosos, e consequentemente retencido de
sangue venoso e diminuicao de fluxo arterial, que causa aumento da pressao parcial de CO; e
diminuicao da pressao parcial de Oz (Montague et al., 2003). Entretanto, nas ultimas décadas
diversos estudos mostraram que a fisiopatologia do priapismo na AF é ocasionada por

alteragdes moleculares que ocorrem no pénis.

A disfuncdo da via do NO-GMPc-PDE5 é a principal alteracdo que participa para o
desenvolvimento do priapismo na AF. A biodisponibilidade do NO derivado do endotélio esta

cronicamente reduzida: (i) devido a hemdlise que libera hemoglobina na circulagdo sanguinea e
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consome o NO (Burnett; Bivalacqua, 2007; Reiter et al., 2002); (ii) atividade e expressao da
eNOS reduzida (Champion et al., 2005; Musicki et al., 2018); (iii) aumento da produgcédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). A reducao da atividade da eNOS compromete sua
funcdo na sintese de NO, e consequentemente compromete os niveis de atividade da PDE5S
também ficam reduzidos (Champion et al., 2005). Normalmente, a estimulacao erétil iniciada por
impulsos neurolégicos resulta no acumulo de GMPc, promovendo o relaxamento dos corpos
cavernosos. Contudo, com a diminuicdo dos niveis de PDES5, o controle natural da erecao é
prejudicado, aumentando o risco de desenvolvimento de priapismo (Anele; Morrison; Burnett,
2015).

Nos ultimos anos além da biodisponibilidade do NO, o papel do CO e de sua enzima
precursora, a HO-1, na regulagcdo da erecdo peniana tem atraido um interesse crescente
(MacDonald; Burnett, 2021; Shamloul, 2009). Na AF ocorre a hemdlise intravascular, por esse
motivo, observa-se a presenca de maiores quantidades de heme livre levando a uma maior
ativacao da HO-1, o resultado deste evento € o aumento na geracao de CO (Ryter, 2022). Esse
aumento na produgédo de CO estimula a ativacdo da guanilato ciclase solavel (GCs), o que
culmina em um maior relaxamento do corpo cavernoso, facilitando o mecanismo de eregéo
peniana. Estudos que bloquearam o HO-1 trouxeram uma reducgao significativa nesse efeito de
relaxamento, evidenciando sua importancia no mecanismo envolvido no relaxamento do corpo
cavernoso (Ushiyama et al., 2004) (Figura 6).
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FIGURA 6 - Via CO — GCs —GMPc nos corpos cavernosos. CO, Mondxido de carbono; GCs, Guanilil

ciclato soluvel; GTP, Guanosina trifosfato; GMPc, Monofosfato ciclico de guanosina.
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2.10. Papel do estresse oxidativo na fisiopatologia do priapismo na anemia
falciforme

Além dos eventos descritos anteriormente, a AF esta relacionada ao aumento do estresse
oxidativo, causado pela liberagao de heme livre e ferro durante a hemolise (Orrico et al., 2023;
Solovey et al., 2004). O estresse oxidativo provoca respostas inflamatérias, ativa as células
endoteliais e facilita a adesao das hemacias falciformes ao endotélio vascular Esse processo
inflamatério desencadeia uma cascata que intensifica a vaso-oclusdo e a disfuncao endotelial
que resulta em aumento do relaxamento do corpo cavernoso desenvolvimento do priapismo
(Lagoda et al., 2013; Musicki et al., 2012; Musicki; Arthur L. Burnett, 2020; Silva et al., 2016a).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a producao e a eliminacao
de (EROs), levando ao acumulo de moléculas altamente reativas, incluindo o &nion superoxido
(O;7), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o peroxinitrito (ONOO™), que podem causar danos
oxidativos em biomoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Sanz; Aldea; Barsan,
2025; Sies; Jones, 2020). A NADPH oxidase, considerada a principal fonte enzimatica de anion
superéxido em condicdes patologicas, € um complexo multiproteico formado por seis
subunidades, dentre as quais destaca-se a NOX-2 (Schrdder, 2020), uma isoforma catalitica
particularmente relevante na fisiopatologia do priapismo associado a AF (Frey; Ushio—Fukai;
Malik, 2009; Jin et al., 2008; Koju; Qin; Sheng, 2022; Silva et al., 2016a). Em células endoteliais,
a NADPH oxidase é ativada por diversos fatores como citocinas, estresse de cisalhamento,
hipdxia e agonistas acoplados a proteina G (Abrashev et al., 2025). Uma vez ativada, a NADPH
oxidase catalisa a reducdo do oxigénio molecular através da transferéncia de elétrons
provenientes do NADPH, resultando na formacao do anion superoxido. Este, por sua vez, pode
reagir rapidamente com o NO, formando peroxinitrito, uma espécie reativa de elevada
toxicidade celular, capaz de induzir danos oxidativos e comprometer a integridade funcional das
células (Mdller et al., 2023; Rabélo et al., 2010; Silva et al., 2016a).
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FIGURA 7 - Papel do estresse oxidativo no priapismo na anemia falciforme. O,~, &nion superoxido;
4-HNE, 4-Hidroxinonenal; 3-NT, 3-Nitrotirosina; NO, Oxido nitrico; PDE5, Fosfodiesterase 5; GMPc,
Monofosfato ciclico de guanosina; NADP, Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina; NADPH,

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Hidrogénio.

Estudos utilizando camundongos modelos de AF tratados com haptoglobina apresentaram
uma redugcédo na expressao de NOX-2 e consequentemente do estresse oxidativo no pénis,
onde a expressao de marcadores de estresse oxidativo (4-HNE) e estresse nitrosativo (3-NT) foi
diminuida apds o tratamento (Pereira et al., 2022). Pesquisas anteriores também mostraram
que o NO exd6geno inibe a atividade da NADPH oxidase por meio da S-nitrosilacao direta da
subunidade p47phox em células endoteliais (Selemidis et al., 2007). (Figura 7).

Estudos demonstram que o NO é um potente inibidor da NADPH oxidase, e esta inibigao
consequentemente reduz a produgéo de anion superdxido e todas as complicagées associadas
ao aumento do estresse oxidativo, incluindo o priapismo (Lagoda et al., 2013; Musicki et al.,
2012; Silva et al., 2016a). Em pénis de camundongos com AF, o tratamento com moléculas que
aumentam a biodisponibilidade de NO/GMPc, como testosterona, haptologina e nitrato de
benzila reduziram a expressao de NOX-2, 3-NT e 4-HNE, além de reverter o priapismo (Musicki
et al., 2018; Pereira et al., 2022; Silva et al., 2016b).
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2.11. Modelo animal de hemolise intravascular

O modelo em camundongo de anemia hemolitica induzido por fenilhidrazina (PHZ) é
amplamente descrito na literatura cientifica, por reproduzir as principais alteragdes
hematoldgicas observadas nas anemias hemolitica, como hemdlise intravascular acompanhada
por aumento da concentracdo de hemoglobina plasmatica livre, hematdcrito baixo, baixa
concentragcdo de hemoglobina total e aumento de reticuldcito (Dutra et al., 2014; Lim et al.,
1998; Moreau et al., 2012; Zhang et al., 2013).

A PHZ é utilizada em experimentos para induzir hemolise intravascular devido a sua
capacidade de causar intenso estresse oxidativo nos eritrocitos. Essa substancia reage com o
oxigénio e a hemoglobina presentes nas hemacias, gerando EROs, como o perdxido de
hidrogénio, que promovem a oxidagdo da hemoglobina e a formacao de corpos de Heinz (ltano;
Hirota; Hosokawa, 1975; Goldstein; Rozen; Kunis, 1980). A PHZ promove a peroxidagao dos
lipidios da membrana plasmatica, provocando danos estruturais que tornam a membrana
celular mais fragil e suscetivel a ruptura. Como resultado, os eritrécitos se rompem dentro dos
vasos sanguineos, liberando hemoglobina livre no plasma, caracterizando a hemdlise
intravascular (ltano; Hirota; Hosokawa, 1975; Goldstein; Rozen; Kunis, 1980). PHZ é um bom
modelo para estudar a fase aguda ou hemdlise intravascular crénica e foi padronizado em
nosso grupo em estudos precursores (Goldstein; Rozen; Kunis, 1980).
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da hemdlise intravascular induzida pela PHZ no relaxamento da
musculatura lisa de corpos cavernosos de camundongos e o papel da hemolise intravascular no

estresse oxidativo no pénis.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(I) Avaliar as principais altera¢cdes hematoldgicas promovidas pela administracdo de PHZ;

(I) Determinar a expresséao proteica das enzimas PDE5 e HO-1 nos corpos cavernosos.

(1) Investigar os efeitos do inibidor da heme oxigenase no relaxamento dos corpos cavernosos;
(IV) Avaliar o impacto da hemdlise intravascular no estresse oxidativo dos corpos cavernosos.

(V) Quantificar o efeito da hemolise intravascular nos niveis de GMPc nos corpos cavernosos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e modelo de hemolise intravascular

No presente estudo, foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J, com
idade entre 3 e 5 meses, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biolégica
(CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram alojados no Biotério da Universidade Sao Francisco
(USF), mantidos em condigdes controladas com temperatura de 24°C e ciclo claro/escuro de
12/12 horas, tendo acesso livre a agua e ragdo. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP, conforme o protocolo
namero 4702-1/2017, garantindo o cumprimento das diretrizes éticas para experimentacao
animal.

Para induzir hemdlise intravascular, utilizamos o modelo experimental previamente
padronizado por nosso grupo (Henrique Silva et al., 2018), que consiste em duas
administracoes intraperitoneais de fenilhidrazina (PHZ, 50 mg/kg) em camundongos C57BL/6J,
com intervalo de 8 horas entre as doses. A segunda dose de PHZ foi administrada 8 horas apds
a primeira. Ap6s 48 horas da primeira injecao, os animais foram submetidos aos experimentos
descritos a seguir.

4.2 Parametros Hematolégicos

O sangue total foi obtido por pungao intracardiaca de camundongos anestesiados com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), coletado em tubos contendo &cido etilenodiamino
tetraacético (EDTA) como anticoagulante. A contagem sanguinea foi determinada dentro de 30—
60 minutos apds a coleta utilizando o equipamento Sysmex XN-3000™ (Sysmex, Kobe, Japao),
e a concentragdo de hemoglobina foi mensurada por método colorimétrico utilizando kit
comercial (Hemoglobin Assay Kit — Colorimetric, Cat# ab234046, BioVision-Abcam, California,
EUA).
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4.3 Preparacao da musculatura lisa cavernosa

Os animais foram eutanasiados por overdose de isoflurano (12%). O pénis foi removido e
colocado em solugao de Krebs-Henseleit na seguinte composicao (mM): NaCl, 130; NaHCOs,
14.9; dextrose, 5.5; KCI, 4.7; KH2PO4, 1.18; MgSO047H20, 1.17 e CaCl..2H:0, 1.6. Apds a
remocao da veia dorsal, uretra, tecidos conectivos e glande peniana, 0s corpos cavernosos
foram isolados a partir da extremidade proximal apds secgéo do septo fibroso que os conecta.
Desta forma, dois segmentos de corpo cavernoso (1.0 x 0.3 x 0.2 cm) foram obtidos de cada
animal (Silva et al., 2014).

Os corpos cavernosos foram montados em banhos para 6rgao isolado (7 mL) preenchidas
com a solucao Krebs-Henseleit, continuamente aerada com 0.:CO. (95:5%) e mantida a
temperatura de 37°C (pH 7.4). Os segmentos dos tecidos foram entdo suspensos entre um
transdutor de forga e uma unidade fixa. A tensao aplicada aos tecidos (2,5 mN para os corpos
cavernosos) foi ajustada a cada 15 minutos assim como a solugdo de Krebs-Henseleit foi
trocada a cada ajuste até estabilizacdo (60 min). As alteracdes de tensdao foram medidas
usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrdlia) e registradas em sistema
PowerlLab 4/30 de aquisicdo de dados (software versdo 7.0, AD Instruments, Australia). Este
método foi reproduzido de estudo anterior realizado pelo nosso grupo (SILVA, F.H; ANTUNES,
E., 2014).

4.4 Curva concentracéo-resposta

Para analisar a resposta relaxante dos corpos cavernosos, realizou-se a pré-contragao
tecidual com o agonista ai-adrenérgico, fenilefrina (10 uM). Apds a estabilizacdo da resposta
contratil, foram construidas curvas concentracao-resposta ao agonista muscarinico, acetilcolina
(ACh; 1 nM -10 puM). As curvas concentracdo-resposta foram obtidas através do aumento
cumulativo das concentragdes da droga em questdo em meia unidade logaritmica (SILVA, F.H;
ANTUNES, E., 2014).

A resposta relaxante foi calculada em relagdo a contracdo maxima produzida pela
fenilefrina (10 uM), a qual foi tomada como 100%. Os valores de poténcia (pECso) e resposta
maxima (Emax) foram calculados utilizando-se o programa GraphPadPrism (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).
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4.5 Estimulacao elétrica

Para o estudo da estimulacao elétrica (EFS), os corpos cavernosos foram montados entre
dois eletrodos de platina dispostos de forma paralela. Os tecidos foram estimulados
eletricamente a uma voltagem de 20 V, com duragdo dos pulsos de 1 milisegundo, intervalo
entre os pulsos de 0,2 ms, com duragao da estimulacdo de 10 segundos nas frequéncias de 2,
4, 8, 16 € 32 Hz com intervalo de 1 minutos entre os estimulos.

As respostas relaxantes a EFS (2-32 Hz) foram obtidas em tecidos previamente tratados
por 30 min com guanetidina (30 uM) para depletar os estoques de noradrenalina, e atropina (1
MM) para bloquear a resposta muscarinica. Em seguida, os tecidos foram pré-contraidos com
fenilefrina (10 uM), apds o qual realizou-se a curva frequéncia-resposta (2-32 Hz).

4.6 Inibidor da Heme Oxigenase

Para analisar a resposta do inibidor da heme oxigenasse no relaxamento dos corpos
cavernosos induzido pela ACh e pela EFS, o tecido foi pré-incubado com 1J (10 uM). Apos a
estabilizacao da resposta contratil, foram construidas curvas concentracdo-resposta ao agonista
muscarinico, acetilcolina (ACh; 1 nM -10 uM). As curvas concentragao-resposta foram obtidas
através do aumento cumulativo das concentracées da droga em questdo em meia unidade

logaritmica.

Para andlise da estimulacao elétrica, os tecidos foram estimulados eletricamente a uma
voltagem de 20 V, com duracdo dos pulsos de 1 milisegundo, intervalo entre os pulsos de 0,2
ms, com duragdo da estimulagdo de 10 segundos nas frequéncias de 2, 4, 8, 16 e 32 Hz com

intervalo de 1 minutos entre os estimulos.

Os valores de poténcia (pECso) e resposta maxima (Emax) foram calculados utilizando-se o
programa GraphPadPrism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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4.7 Western Blotting

As proteinas do corpo cavernoso foram separadas por eletroforese em gel pré-moldado
Mini-PROTEAN® TGX™ a 4-20% de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE;
Cat# 4561094, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). ApGs a eletroforese, as proteinas
foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de PVDF, utilizando um sistema de
transferéncia submerso. Para minimizar ligagcdes inespecificas das proteinas a membrana,
realizou-se uma pré-incubacao da membrana com um tampao de bloqueio contendo 5% de leite
em pod, Tris 10 mM, NaCl 100 mM e 0,02% de Tween 20 por uma hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos para
NOX-2, 4-HNE, 3-NT, PDE5, HO-1 e NOX-2 por 15 a 18 horas a 4°C. Apés a incubacao, as
membranas foram lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios. As bandas

imunorreativas foram entao visualizadas utilizando um kit de quimiluminescéncia (ECL).

4.8 Determinacao dos niveis de GMPc

Para a determinagdo dos niveis de GMPc em homogenatos de corpos cavernosos de
camundongos, os tecidos foram equilibrados durante 20 min em solugdo de Krebs
continuamente oxigenada a 37°C. Em seguida, os tecidos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido, pulverizados, homogeneizados em acido tricloroacético (TCA, 5%) e
centrifugados a 1500 g por 10 min & 4 °C. O TCA foi extraido das amostras através de trés
lavagens com solugao de éter saturado com agua. A preparagao do tracer, amostras, padroes e
incubagdo com anticorpo foram feitos conforme descrito no kit disponivel comercialmente
(Cayman Chemical Cyclic GMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em
duplicata e o peso do pellet foi utilizado para normalizar os dados que foram expressos em
pmol/mg de tecido.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padréo das médias (E.P.M.), sendo
0 numero de experimentos indicados em cada caso. Para comparagbes multiplas entre 4
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grupos, foi usado o teste de analise de varidncia (ANOVA-uma via), seguido pelo teste de
Tukey. Para comparagdo entre 2 grupos, usou-se o Teste t de Student ndo pareado. O
programa GraphPad Prism versao 5 (GraphPad Software, San Diego, EUA) foi utilizado para as
analises estatisticas. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros Hematolégicos em Camundongos Tratados com PHZ

Os parémetros hematol6gicos dos camundongos tratados com PHZ apds 2 dias exibiu
uma reducdo significativa (p <0,05) nos valores de eritrocitos (Figura 8A), hemoglobina total
(Figura 8C) e hematdcrito (Figura 8B), comparado ao grupo controle, indicando um estado de
grave anemia. Os valores de hemoglobina plasmatica foram significativamente maiores (p
<0,05) nos grupos PHZ em comparagdao com o grupo controle (Figura 8D), caracterizando o
modelo de hemdlise intravascular.
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FIGURA 8 - Parametros Hematoldogicos em Camundongos Tratados com PHZ. (A) eritr6citos, (B)
hematdcrito, (C) hemoglobina total e (D) hemoglobina plasmatica. Os dados sdo mostrados como média +

E.P.M. de 8 camundongos por grupo. *p < 0,05 vs. grupo controle. Teste t de Student ndo pareado.
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5.2. A hemolise intravascular aumenta o relaxamento de corpos cavernosos

O relaxamento do endotélio foi avaliado através da analise de curvas concentragao-
resposta para ACh (1 nM -10 uM) em corpo cavernoso de camundongos pré-contraido com
fenilefrina (10 uM) (Figura 9A). A hemdlise intravascular aumentou (p < 0,05) os valores da
resposta maxima de ACh (Emax) no grupo PHZ (79 + 6) em comparagdo com o grupo controle
(60 = 6). A poténcia (pECso) da ACh nao foi modificado entre o grupo PHZ (6,84 + 0,02) e 0
grupo controle (6,76 + 0,03). Os relaxamentos nitrérgicos foram avaliados no corpo cavernoso
pré-contraido com fenilefrina (10 uM). A EFS induziu relaxamento frequéncia-dependente (2—
32Hz) nos grupos controle e PHZ. O relaxamento nitrérgico foi significativamente maior no
corpo cavernoso do grupo PHZ em comparagdo com o grupo controle, exclusivamente nas
frequéncias de 16 e 32 Hz (Figura 9B).
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FIGURA 9 — Curvas concentracao-resposta para acetilcolina e frequéncia resposta a estimulacao
elétrica em corpos cavernosos de camundongos. (A) Curvas concentracio-resposta para ACh e (B)
respostas de relaxamento ao EFS em fragmentos de corpo cavernoso de camundongos controle e PHZ.
Os dados sao apresentados como média £ E.P.M. de 6 camundongos por grupo. *p < 0,05 vs grupo

controle. #p < 0,05. Teste t de Student ndo pareado.
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5.3. Efeito da hemdlise intravascular na expressao proteica de PDE5 e heme

oxigenase-1 em corpo cavernoso de camundongo

A expressao proteica da PDE5 nao foi modificada no corpo cavernoso do grupo PHZ em
comparagao com o grupo controle (Figura 10A). Em contrapartida a expressao proteica de HO-

1 foi 76% maior no corpo cavernoso do grupo PHZ em comparagdo com o grupo controle

(Figura 10B).
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FIGURA 10 - Expressdao proteica de PDE5 e heme oxigenase-1 em corpo cavernoso de
camundongo. Imagens representativas de western blotting (painéis superiores) e quantificagdo das
respectivas proteinas (painéis inferiores) para (A) PDE5 (n = 9) e (B) HO-1 (n = 8) em homogeneizados
de corpo cavernoso de camundongos dos grupos controle e tratados com PHZ. Os dados sdao mostrados

como média + E.P.M. Teste t de Student ndo pareado.

5.4. Inibidor da heme oxigenase corrige aumento do relaxamento do corpo

cavernoso do camundongo PHZ

A pré-incubagdo dos corpos cavernosos de camundongos com o inibidor da heme
oxigenase-1, composto J (10 uyM), nao resultou em alteracdes significativas no tdnus basal do

tecido, tanto no grupo controle quanto no grupo tratado com PHZ.
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A pré-incubagdo de corpos cavernosos de camundongos com o inibidor de heme
oxigenase 1 J (10 uM; Figura 11A) reduziu os valores Emax de ACh no grupo PHZ + 1 J (61 £
4) comparado ao grupo PHZ (80 + 6), sem alteragdes nos valores de pEC50 (6,74 + 0,02 e 6,80
+ 0,03, respectivamente). A indugao nitrérgica de relaxamento do corpo cavernoso também foi
reduzida pela pré-incubacao com o inibidor de heme oxigenase-1 J (10 uM) no grupo PHZ + 1 J
(Figura 11B) comparado ao grupo PHZ. A pré-incubacdo de corpos cavernosos de
camundongos com o inibidor da heme oxigenase-1 J também nao alterou o0 Emax (57 + 5) e

pEC50 de ACh (6,73 + 0,03) no grupo controle, bem como no relaxamento nitrérgico (Figura
11B).
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FIGURA 11 — Curvas concentracao resposta para acetilcolina e frequéncia resposta para EFS em
corpos cavernosos de camundongos pré incubados com inibidor da heme oxigenasse. (A) Curvas
xoncentragao-resposta para ACh e (B) respostas de relaxamento ao EFS em fragmentos de corpo
cavernoso de camundongos controle e PHZ na auséncia ou presenca de 1 J (10-> M). Os dados sao
apresentados como média £ E.P.M. de 6 camundongos por grupo. *p < 0,05 vs grupo de controle. #p <
0,05 vs. grupo PHZ. Analise estatistica realizada por ANOVA, seguida do teste de Tukey.

5.5. Efeito da hemolise intravascular na expressao proteica de N3ADPH subunidade

oxidase NOX-2 e marcadores de estresse oxidativo

A expressao proteica de NOX-2 (Figura 12A), 3-NT (Figura 12B) e 4-HNE (Figura 12C) foi
significativamente superior (p < 0,05) em aproximadamente 40%, 43% e 53% no corpo

cavernoso do grupo PHZ em comparacao com o controle.
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FIGURA 12 - Expressao proteica de N3ADPH subunidade oxidase NOX-2 e marcadores de
estresse oxidativo em corpos cavernosos de camundongos. Imagens representativas de western
blotting (painéis superiores) e valores de proteina (painéis inferiores) para (A) NOX-2 (n = 4-5) (B) 3-NT
(n =9) e (C) 4-HNE (n = 9) em homogeneizados do corpo cavernoso de camundongos controle e PHZ.

Os dados sao apresentados como média £ E.P.M. *p < 0,05 vs. grupo controle. Teste t de Student nado

pareado.
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5.6. Efeito da hemodlise intravascular nos niveis de GMPc em corpo cavernoso de
camundongos

O conteudo basal de GMPc no corpo cavernoso foi 35% menor (p < 0,05) no grupo PHZ
em comparagdo com camundongos do grupo controle (Figura 13).
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FIGURA 13 - Efeito da hemolise intravascular nos niveis de GMPc em corpo cavernoso de
camundongos. Conteudo basal de GMPc do corpo cavernoso de os grupos controle e PHZ. Os dados
sdo0 mostrados como média = E.P.M. de 6 camundongos por grupo. *p < 0,05 vs. grupo controle. Teste t
de Student ndo pareado.
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6. DISCUSSAO

A fisiopatologia da anemia falciforme (AF) é complexa, e uma das a alteragdes iniciais
observadas é a hemolise intravascular. A hemdlise intravascular, com o consequente aumento
dos niveis de hemoglobina livre, parece desempenhar um papel importante nas alteracoes da
funcao erétil, como o priapismo. Para investigar especificamente o papel da hemdlise
intravascular nessas disfungdes, foi empregado um modelo murino de hemdlise intravascular
induzida por PHZ. Devido aos camundongos tratados com PHZ apresentaram aumento
significativo nos niveis de hemoglobina plasmatica em comparagdo com o grupo controle,
confirmou-se a ocorréncia de hemalise intravascular (Henrique Silva et al., 2018; Russo et al.,
2025).

A erecdo peniana, sob condig¢des fisiologicas, é iniciada pela liberagdo de NO do endotélio
e € mantida tanto pelo NO liberado do endotélio quanto por fibras nitrérgicas (Hurt et al., 2012).
O NO produzido difunde-se para o musculo liso dos corpos cavernosos € ativa a GCs, gerando
0 segundo mensageiro GMPc que, por sua vez, ativa uma proteina quinase dependente de
GMPc, que atua nos mecanismos de indu¢do de relaxamento muscular e a eregdo peniana
(Hurt et al.,, 2012). Em nosso estudo, avaliamos inicialmente a resposta do relaxamento
endotélio-dependente do corpo cavernoso induzido pelo agonista muscarinico e o relaxamento
nitrérgico induzido pela EFS. A hemdlise intravascular aumentou a resposta relaxante a ACh no
corpo cavernoso do grupo PHZ, bem como relaxamento nitrérgico. Semelhante aos nossos
resultados, estudos anteriores relataram que camundongos modelos de anemia falciforme
exibem uma resposta relaxante excessiva do corpo cavernoso induzida por ACh e EFS (Silva et
al., 2016b).

A enzima PDE5 é a enzima responsavel por metabolizar GMPc no pénis. Inibidores da
PDE5 aumentam os niveis intracelulares de GMPc, e aumentam o relaxamento NO-dependente
Nno Corpo cavernoso, como consequéncia, a erecdo € facilitada (Carson; Lue, 2005). Em
camundongos modelos de anemia falciforme, o aumento do relaxamento induzido por ACh e
EFS (relaxamento nitrérgico) no corpo cavernoso foi associado a redugado da atividade de PDE5S
e a expressao proteica reduzida (Musicki et al., 2022; Silva et al., 2016b, 2016¢). Camundongos
falciformes quiméricos gerados a partir do transplante de medula éssea de camundongos
falciformes transgénicos de Berkeley também apresentam hemdélise associada a resposta erétil
exagerada e regulacdo negativa de PDE5 (Sopko et al., 2015). Estudos pré-clinicos
demonstraram que o tratamento com agentes terapéuticos em investigagdo que aumentam a
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biodisponibilidade do NO restaura relaxamento do corpo cavernoso devido a normalizagao da
expressao da proteina PDE5 no pénis (Musicki et al., 2022; Pereira et al., 2022; Silva et al.,
2016b). Em nosso estudo, levantamos a hipotese que o relaxamento exagerado do corpo
cavernoso em resposta a ACh e EFS no grupo PHZ também poderia estar associado a
expressao reduzida de PDE5 no pénis. No entanto, ndo observamos nenhuma mudanca
significativa na expressdao da proteina PDE5 no corpo cavernoso do Grupo PHZ. Essas
descobertas indicam que o relaxamento exacerbado do corpo cavernoso nao pode ser atribuido
a diminuicao da degradacao de GMPc pela PDE5 no grupo PHZ.

Embora inicialmente tenhamos investigado a contribuicdo da PDE5 para o relaxamento
exacerbado do corpo cavernoso no grupo PHZ, a auséncia de alteragcdes em sua expressao
sugere a participacdo de outros mecanismos. Nesse contexto, a hemdlise induzida pela fenil-
hidrazina e a consequente liberacdo de hemoglobina e heme no plasma emergem como
potenciais fatores moduladores da funcao erétil (Idris; Burnett; DeBaun, 2022b). O processo de
hemodlise intravascular libera altas concentracoes de hemoglobina no plasma que é rapidamente
oxidada (Ahmed; Ghatge; Safo, 2020; Reiter et al., 2002). A hemoglobina oxidada libera o grupo
heme no plasma (Ahmed; Ghatge; Safo, 2020; Reiter et al., 2002) e, consequentemente, 0s
pacientes com AF apresentam niveis plasmaticos elevados de heme (Vendrame et al., 2018). O
grupo heme é metabolizado por HO-1 (induzivel) e HO-2 (constitutivo), gerando CO, biliverdina
e ferro (Gbotosho; Kapetanaki; Kato, 2021; Ryter; Alam; Choi, 2006a). Como o grupo heme é o
indutor mais poderoso de HO-1, (Gbotosho; Kapetanaki; Kato, 2021; Ryter; Alam; Choi, 2006b)
ndés avaliamos a expressdo desta enzima no corpo cavernoso do grupo PHZ. De fato, a
expressao de HO-1 apresentou niveis elevados no corpo cavernoso do grupo PHZ. CO é
conhecido por ativar o GCs (Ryter, 2022; Stone; Marletta, 1994) e induzir o relaxamento do
musculo liso do corpo cavernoso (Ushiyama et al., 2004) e artérias (Ryter, 2022; Mustafa;
Gadalla; Snyder, 2009; Wang; Wang; Wu, 1997). E provavel que o CO gerado pelo HO-1 pode
estar contribuindo para o aumento do relaxamento do corpo cavernoso induzido por ACh e EFS
no grupo PHZ. Portanto, a inibicdo da HO-1 poderia ser uma possivel estratégia para prevenir a
liberacdo de CO (Salerno et al., 2019; Sorrenti et al., 2012). Em nosso estudo, um inibidor
seletivo de HO-1 normalizou o relaxamento do corpo cavernoso no grupo PHZ, indicando que
HO-1 contribui para o relaxamento tecidual excessivo. Esses achados estdo em concordancia
com estudos prévios que demonstram que o heme induz o relaxamento vascular, efeito que
pode ser revertido pela inibicado da HO-1. (Ahmed et al., 2000).
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Sob condi¢des patoldgicas, a oxidacdo do NADPH é a principal fonte de &nion
superéxido. NADPH oxidase é formado por subunidades, NOX-2 é a subunidade catalitica que
transfere um elétron para o oxigénio, gerando assim o anion superdxido (Koju; Qin; Sheng,
2022; Orrico et al., 2023; Schrdder, 2020). A baixa biodisponibilidade de NO em camundongos
geneticamente modificados para eNOS e nNOS causam aumento do estresse oxidativo
associado a expressao aumentada da proteina NOX-2 no pénis (Silva et al., 2016b). Estudos
anteriores mostraram que a expressao NOX-2 é regulado negativamente por um mecanismo
dependente de GMPc¢ (Nunes et al., 2015; Teixeira; Priviero; Webb, 2007). A fisiopatologia do
priapismo tem sido associada ao aumento do estresse oxidativo e ao aumento da atividade de
NADPH oxidase (Lagoda et al., 2013; Musicki et al., 2012; Silva et al., 2016b). Em nosso
estudo, a expressao de NOX-2 apresentou niveis elevados nos corpos cavernosos do grupo
PHZ. O excesso de anion superdxido gerado pela NADPH oxidase pode reagir com NO,
formando peroxinitrito que é uma espécie reativa de nitrogénio extremamente tdxica. A
expressao de 3-NT e 4-HNE é usado como marcador de reagéao de espécies de nitrogénio ou
EROs, respectivamente. De acordo com o resultado do NOX-2, a expressdo de 3-NT e 4-HNE
apresentam niveis elevados no corpo cavernoso do grupo PHZ. Portanto, neste contexto, é
razodvel sugerir que a biodisponibilidade reduzida de NO causada pelo excesso de
hemoglobina plasmética pode contribuir para o aumento do estresse oxidativo no pénis. Em
nosso estudo, os niveis basais de GMPc foram mais baixos no corpo cavernoso do grupo PHZ,
indicando que a redug¢do da biodisponibilidade do NO pode ser causada pelo aumento da
producdo do anion superoxido, além da reacdo de NO com a hemoglobina plasmatica.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados mostram que a hemdlise intravascular promove
aumento do relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso associado ao aumento da
expressdo de HO-1. A hemdlise intravascular também causou aumento do estresse oxidativo
associado a regulacdo positiva da expressdao de NOX-2. No geral, nosso estudo indica que a
hemdlise intravascular promove alteragdes no pénis semelhantes a observadas nos pénis de
pacientes e camundongos com anemia falciforme. O presente estudo também confirma estudos
clinicos que apontam para uma forte correlagdo positiva entre priapismo e altos niveis de

hemolise intravascular em homens com anemia falciforme.
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