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A eregdo peniana € um evenio fisiologico complexo que compreende
mecanismos psiquicos, neurais e vasculares e envoive a interacdo da estimulacéo
neural do musculo liso do corpo cavernoso bem como liberagdo neuro-humoral de
fatores contrateis e relaxantes do endotélio. O sistema Oxido Nitrico (NO) -
Guanilil Ciclase Soluvel (GCs) - GMPc é o mais expressivo e efetivo no
mecanismo de ere¢do peniana. Recentemente, o composto BAY 41-2272 foi
descritc como um ativador especifico da enzima guanilil ciclase soldvel em sitio
independente de NO. Portanto, o presente trabalho objetivou: 1) Investigar a
participacdo das vias guanilil ciclase-GMPc e adenilil ciclase-AMPc bem como dos
canais de potassio, nas respostas relaxantes de corpo cavernoso induzidas pelo
BAY 41-2272; 2) Investigar a capacidade do BAY 41-2272 em produzir erecao
peniana em modelo experimental in vivo. Para os experimentos in vitro, foram
utilizados segmentos de corpo cavernoso de coelhos, rato e humano montados
em banho isolado de 10 ml contendo solugdo de Krebs (37°C; 95%Q; / 5%CO:).
As alteragbes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos e
registradas em sistema de aquisicdo de dados. Alem disso, o conteldo de GMP¢
tecidual foi determinado em corpo cavernoso de rato através de kit comercial na
auséncia e na presenca de BAY 41-2272 (1 uM) ou do doador de NO,
nitroprussiato de sodio (1uM). Para os estudos in vivo, ratos Wistar tiveram sua
arteéria cardtida direita canulada para monitoramento continuo da pressao arterial
média, € o corpo cavernoso esquerdo, para registro da pressao intracavernosa,
simultaneamente através de transdutores de pressioc conectados a um sistema de

aquisicéo de dados. O corpo cavernoso direito foi canulado para administracdo de
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drogas. O nervo cavernoso esquerdo localizado na préstata foi exposto para
receber estimulagGes elétricas, a diferentes freqiiéncias. Sendo assim, a adicdo de
BAY 41-2272 (0.01 — 10 uM) ao banho provocou um relaxamento concentragéo
dependente do musculo liso de corpo cavernoso de coelho, rato e humano. Esta
resposta relaxante foi inibida pelo ODQ (10 uM) e pelo L-NAME (100 uM), nas trés
espécies. Entretanto, a adigdo de rolipram e dos bloqueadores de canais de
potassio apamina, charibdotoxina, 4-aminopiridina, tetraetilaménio e glibenclamida
ndo afetou a resposta relaxante de maneira significativa, em coetho € humano. Em
coelhos, o BAY 41-2272 potencializou a resposta relaxante evocada pelo estimulo
elétrico, assim como pelo NO exdgeno. Além disso, o BAY 41-2272 foi capaz de
aumentar significativamente os niveis de GMPc tecidual. Por outro lado, nos
experimentos in vivo a administracdo de BAY 41-2272 provocou um aumento da
pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo elétrico sem alterar padroes
fisiologicos importantes como a pressio arterial. Em conclusdo, nossos resultados
demonstraram que o BAY 41-2272 foi capaz de induzir relaxamento de musculo
liso de corpo cavernoso in vitro, em diferentes espécies, por um mecanismo que
envolve principalmente a ativagdo da guanilil ciclase solivel e o aumento de
GMPc tecidual. Além disso, o BAY 41-2272 melhora a ere¢do peniana induzida

pela estimuia¢do do nervo cavernoso em ratos anestesiados.
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ABSTRACT



Penile erection is a physiologic event that includes psychic, neural and
vascular mechanisms and involves the interaction of smooth muscle neural
stimulation and releasing of relaxant and contractile agents from endothelium. The
nitric oxide (NO) — soluble guanilyl cyclase (sGC) - ¢cGMP system is the most
significant and efficient mechanism of penile erection. BAY 41-2272 was recently
identified as a potent sGC stimulator in a NO-independent manner. Therefore, the
present study aimed to evaluate the influence of sGC-cGMP and adenylyl cyclase-
cAMP pathways and potassium channel in corpus cavernosum relaxing response
induced by BAY 41-2272; to evaluate the performance of BAY 41-2272 to induce
penile erection in vivo. For in vitro studies, rabbit, rat and human corpus
cavernosum strips were mounted in a 10-ml organ bath containing Krebs solution
(37°C, 95%0, / 5%CO;). Each strip was connected to isometric transducer which
was connected to a data acquisition system. Therefore, cGMP content was
determined by EIA kit in rat corpus cavernosum in the absence or presence of BAY
41-2272 (1 uM) or SNP (1uM). For in vivo studies, the Wistar rat right carotid was
cannulated to mean arterial pressure measurement and left corpus cavernosum
was cannulated to registrate the intracavernous pressure throught pressure
transducers connected fo a data acquisition system. The right corpus cavernosum
was cannulated to drug administration. The cavernous nerve was exposed to
receive electrical field stimulation in different frequencies. Thus, the addition of
BAY 41-2272 (0.01 — 10 uM) relaxed, in a concentration dependent manner, the
corpus cavenosum smooth muscie strips of rabbit, rat and human. The relaxing

effects were reduced in the presence of ODQ (10 uM) or L-NAME (100 uM).
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However, rolipram and potassium channel blockers apamin, charibdotoxin, 4-
aminopiridin, tetraethylamonium and glibenclamide not affect significantly the
relaxation of rabbit and human corpus cavernosum strips. In rabbit, BAY 41-2272
increased the relaxation induced by electrical and exogenous nitric oxide
stimulation. Moreover, BAY 41-2272 increased significantly the cGMPc level in rat
corpus cavernosum strip. On the other hand, in the in vivo studies BAY 41-2272
administration was able to increase the intracavernous pressure induced by
electrical stimulation without affect mean arterial pressure. In conclusion, our
results showed that BAY 41-2272 was able to induce smooth muscle relaxation of
corpus cavernosum in vitro, in different species by a mechanism which involves
mainly the soluble guanylyl cyclase stimulation and increase in ¢cGMP level.
Moreover, BAY 41-2272 improved the penile erection induced by cavernous nerve

stimulation in anesthetized rats.
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1.INTRODUCAO



A disfungdo erétil (DE) pode ser definida como a “incapacidade de alcangar
ou manter uma eregdo (peniana) adequada para uma atividade sexual normal”
(National Institutes of Health Consensus Statement, 1993). Recentes estudos
demonstraram que a prevaléncia da DE aumenta significativamente com a idade.
Determinados graus de DE podem ser observados em 38% dos homens acima de
40 anos e em 67% dos homens acima de 70 anos (Feldman et al.,, 1994; Ganz,
2005). Embora a DE possua tanto componentes organicos quanto componentes
psicogénicos, sabe-se que esta disfungdo esta associada com a aterosclerose,
dislipidemias, hipertensdo, diabetes meliitus, sedentarismo, tabagismo e

obesidade (Feldman et al., 2000).

As recentes aplicagbes de sofisticadas técnicas clinicas e cientificas no
estudo dos mecanismos centrais (vias cerebrais e espinhais) e locais (musculo liso
e endotélio) da ereg8o peniana levaram a grandes avangos no gerenciamento
clinico da disfunga@o erétil. Durante a ultima década, foi observado um grande
avanco no tratamento da disfuncéo erétil, o qual se estende desde técnicas
cirurgicas (proteses penianas ou revascularizacao) até o desenvolvimento recente
de uma terapia oral eficaz (citrato de sildenafil). A eficacia de agentes
administrados por via oral como o sildenafil, tadalafil, vardenafil representa o inicio

de terapias farmacolégicas ndo-invasivas no tratamento da disfuncéo erétil.
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1.1 — Fisiologia da Erecido Peniana

1.1.1 -~ Anatomia Peniana

A anatomia geral do pénis é semelhante em todas as espécies de
mamiferos (Sachs & Meisel, 1988). O pénis humano consiste de trés segmentos
cilindricos: os corpos cavernosos pareados localizados na parte dorsal e o corpo
esponjoso na parte ventral, o qual circunda a uretra e forma a glande peniana na
porcao distal. Cada um dos corpos cavernosos € circundado por um tecido fibroso
e compacto, a tunica albuginea, a qual é constituida em grande parte de fibras de
colageno, bem como de algumas fibras de elastina (Sattar ef al., 1994). O tecido
eretil dos corpos cavernosos € composto de mdltiplos espacos lacunares
interconectados, revestidos por células endoteliais, além das trabéculas, gue
formam as paredes das lacunas e consistem de bandas espessas de musculo liso
e de uma estrutura fibroelastica formada por fibroblastos, colageno e elastina
(Goldstein et al., 1982; Krane et al., 1989). Os corpos cavernosos sio divididos
por um septo perfurado, incompleto no humano, que os permite funcionar como
uma unidade. A tinica albuginea dos corpos cavernoscs apresenta uma
espessura de 2-3 mm no estado flacido (Bitsch ef al., 1990). A tanica albuginea do
corpo esponjoso € menos densa do que a dos corpos cavemnosos e contém mais
fibras elasticas. A parte proximal do pénis encontra-se ancorada ao 0sso pélvico,
sendo esta regido denominada crura dos corpos cavernosos, enquanto a parte
proximal do corpo esponjoso forma o bulbo peniano. Tanto a crura quanto o bulbo
estdo conectados aos musculos estriados. O bulbo peniano esta circundado pelo
mdsculo bulbocavernoso (ou bulboesponjoso), ao passo que a crura peniana esta

circundada pelo mdsculo isquiocavernoso. A glande peniana apresenta uma
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aparéncia de esponja devido a um vasto plexo venoso com um grande numero de

anastomoses.

1.1.2 — Neuroanatomia Peniana: Vias Periféricas

A inervagdo do pénis (Figura 1) é autondmica (vias simpaticas e
parassimpaticas) e somatica (vias sensoriais e motoras). A partir da coluna
espinhal e dos ganglios periféricos, a inervagdo simpatica e parassimpatica
confluem, formando assim o nervo cavernoso, que adentra o corpo cavernoso € o
corpo esponjoso para efetuar os eventos neurovasculares durante a erecdo e
detumescéncia. Os nervos somaticos sdo responsaveis pelas sensagdes e pela
contracao dos musculos bulbocavernoso e isquiocavernoso (Dean & Lue, 2005).

1.1.2.1 - Vias Autonémicas

A via simpatica origina-se dos segmentos espinhais 11° toraxico e 2° lombar
e passa atraves do ramo branco para a cadeia ganglionar simpatica. Algumas
fibras dirigem-se através dos nervos esplénicos para os plexos hipogastrico
superior e mesentérico inferior de onde partem através do nervo hipogastrico em
dire¢cdo ao plexo pélvico {De Groat & Booth, 1893, Dean & lue, 2005).

A via parassimpatica surge de neurdnios localizados do 2° ao 4° segmentos
sacrais. As fibras pre-ganglionares passam do plexo hipogastrico superior pélvico
para o plexo pélvico . Os nervos cavernosos entdo ramificam-se do plexo pélvico
em diregdo ao pénis (Walsh et al., 1990). Estimulagdo do plexo pélvico e do nervo
cavernoso induz eregdo, enquanto que a estimulagdo do tronco simpatico causa

detumescéncia.
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71.1.2.2 - Vias Somaticas

A via somatosensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na
pele do pénis, glande, uretra e no interior do corpo cavernoso. Na glande do pénis
humano ha numerosas terminacées aferentes: terminacdes nervosas livres e
receptores corpusculares em uma razdo de 10:1, respectivamente. As
terminagbes nervosas livres sdo divididas em mielinizadas e ndo mielinizadas e
sdo diferentes de qualquer outra drea cutdnea no corpo (Halata & Munge,1986;
Dean & Lue, 2005). As fibras
nervosas  que  partem  dos T (g

receptores convergem para o

. TR sV
nervo dorsal do pénis que se unem t:‘["’“/m‘*:;- >
| vD
a outros nervos formando o nervo g FZE ISN
37 DPN
pudendo. Este Ultimo adentra a ’ S

coluna espinhal via S2—S84 para

Figura 1: Ipervacio extrinsica do trato genital
masculino. As abreviagdes sio: B: bexiga; CN: nervo
cavernoso; CP: plexo pélvico; DPN: nervo penianc
e interneurdnios na regido dorsal;  HN: nerve  hipogastrico;  IMG:ginglio
mesentérico inferior; ISN: nervo espermatico inferior; P:
cinzentra central do segmento prést'ata;_ PN’: nervo pélvico; PudN: nervo puéendo;’S.C:
cadeia simpatica paravertebral; SSN: nervo espermatico
supenior; SV vesicula seminal, L: segmento lombar; T-
lombosacral  (McKenna, 1998, segmento toréxico; S: segmento sacral da coluna

vertebral { in Giuliano & Rampin, 2004).

terminar nos neurdnios espinhais

Dean & Lue, 2005). A ativagao
destes nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias
espinotalamica e espinoreticular para o talamo e cortex sensorial desencadeando

a percepcao sensorial (Burnett ef al, 1993; Dean & Lue, 2005).
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O nucleo de Cnuf no 2° ao 4° segmento sacral é o centro da inervagao
peniana somatomotora. Estes nervos dirigem-se atraves dos nervos sacrais para o
nervo pudendo para inervar 0s musculos isquio e bulbocavernosos. A contracao
do masculo isquiocavernoso participa da fase rigida da erecdo. A contragao
ritmica do musculo bulbocavernoso € necessaria para a ejaculacdo (Dean & Lue,

2005).
1.1.3 — Hemodinamica e Mecanismo da Erecdo e Detumescéncia

A erecdo & um evento fisiclogico complexo que compreende mecanismos
psiquicos, neurais e vasculares (Krane et al, 1989), e envolve a interacao da
estimulacdo neural do musculo liso do corpo cavernoso bem como liberagéo
neuro-humoral de fatores contrateis e relaxantes do endotélio (Saenz de Tejada et
al., 2004, Dean & Lue, 2005). S&o0 4 os principais eventos inter-dependentes que
ocorrem durante a erecdo: dilatagdo das artérias e arteriolas pelo aumento do
fluxo sanglineo nas fases diastdlica e sistdlica; armazenamento de sangue nos
espacgos sinusoidais; compresséo do plexo venoso subtunical entre a tunica
albuginea e os sinusodides periféricos reduzindo o efluxo venoso; estiramento da
tinica albuginea em sua capacidade, o que oclui as veias emisséarias diminuindo
o efluxo venoso ao minimo (Lue ef al., 1983; Dean & Lue, 2005).

Durante a erecdo, 0 pénis atua como um capacitor, acumulando sangue
sob pressdo devido ao relaxamento dos corpos cavernosos (Saenz de Tejada ef
al., 1985; Aboseif & Lue, 1988; Lue & Tanagho, 1987; Saenz de Tejada ef al.,

1991).
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Durante o estado flacido, as arteriolas e os sinusdides estdo contraidos,
principalmente através de mecanismos «-adrenérgicos (Traish et al., 1999), e
exercem resisténcia maxima ao influxo arterial; neste estado, apenas pequena
percentagem de sangue adentra os corpos cavernosos com propositos
nutricionais. Ao mesmo tempo em que sinusdides estdo contraidos, as veias
drenam livremente para veias extra-penianas. Assim, durante este estado, a
musculatura lisa trabecular dos corpos cavernosos e das artérias cavernosas e
helicinais mantém-se em contrag@o permanente. As trabéculas sio drenadas
pelas venulas emissarias que se comunicam com as veias cavernosas, e
apresentam pressao de oxigénio, PO, de 20 a 40 mmHg quando o pénis encontra-
se no estado flacido (Kim et al., 1993; Sattar ef al.,, 1995). Quando o bloqueio da
atividade simpética se instala, essas musculaturas relaxam (tumescéncia)
permitindo o influxo arterial e, conseqlientemente, o aumento progressivo da
pressao sanglinea intracavernosa. Apenas o bloqueio da atividade adrenérgica
nao e suficiente para que seja alcangado o estado de erecdo peniana total. Os
principais eventos responsaveis pelo estado de erecao total sdo os relaxamentos
da musculatura lisa cavernosa e artérias helicinais, guando ocorre entio expansao
maxima dos espagos lacunares que terminam por comprimir 0s plexos venosos
sub-albugineos.

Durante a erecdo, os musculos lisos de arteriolas e sinusoéides relaxam,
conseqiientemente reduzindo a resisténcia periférica. Assim, a dilatagdo das
artérias cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo sangtiineo nos espacos

lacunares, e o relaxamento do masculo liso trabecular dilata os espacos
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lacunares, causando expansio do pénis. O influxo de sangue arterial esta
. associado com aumento na PO; (90-100 mmHg) durante o desenvolvimento do
estado de tumescéncia (Kim et al, 1993). A pressdo sangllinea sistémica
transmitida através das arteriolas helicinais dilatadas expande o musculo liso
trabecular contra a tunica albuginea. Este evento comprime o plexo de vénulas
sub-tanicas e reduz o efluxo venoso no espacgo lacunar e, dessa forma, o pénis é
mantido rigido (Saenz de Tejada et al., 1985; Lue & Tanagho, 1987; Lue &
Tanagho, 1988; Krane et al., 1989). Em resumo, a pressio no espaco lacunar
durante a ere¢do é resultado do equilibrio entre a pressdo de perfusio na artéria
cavernosa e a resisténecia ao efluxo sanguineo pelas vénulas sub-tGnicas
comprimidas. A reduc¢do do efluxo venoso pela compressdo mecanica das vénulas
sub-tunicas € conhecida como mecanismo de oclusdo venosa (Shirai et al., 1978),
gue leva ao aumento na presséo infracavernosa a um valor préoximo da presséo
sistémica arterial media (Aboseif & Lue, 1988; Lue & Tanagho, 1987).

A ativacdo de nervos constritores simpaticos causa um aumento do tonus
muscular das artérias helicinais e das trabécuias. Isto resulta na reducdo do
influxo arterial e diminuicdo dos espagos lacunares, com descompresséo das
vénulas sub-tinicas e aumento do efluxo sanglinec dos espacos lacunares,
promovendo o retorno do pénis ao estado flacido (Lue & Tanagho, 1988; Saenz de
Tejada ef al, 1985; Lue & Tanagho, 1987; Krane et al, 1989). Os eventos
hemodinadmicos que ocorrem durante erecdo e detumescéncia requerem
alteragGes coordenadas do fluxo sangiineo, pressdo intracaverncsa e volume

peniano (Andersson & Wagner, 1995; Azadzoi et al., 1995).
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1.2 - Oxido nitrico e Eregéo peniana

Em 1980, Furchgott e Zawadski relataram que a acetilcolina (ACh) relaxava
gorta isolada de coelho apenas na vigéncia de um endotélio integro. Esta
descoberta sugeriu que as células endoteliais representariam um passo
intermediario na resposta colinérgica, por produzir uma substancia responsavel
pela resposta inibitoria evocada pela ACh, através da ativagdo de receptores M,
localizados no endotélio. Tal substancia foi denominada fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF).

Demonstrou-se que o EDRF era extremamente labil com meia-vida de
poucos segundos em solugdes fisiologicas (Forstermann et af., 1984; Griffith et al..
1984) e que, quando liberado, difundia-se para as células musculares lisas
adjacentes provocando o relaxamento destas células através da estimulacao da
enzima guanilil ciclase solivel (GCs), causando uma elevagdo nos niveis de
monofostfato 3',5-ciclico de guanosina (GMPc; Rapoport & Murad, 1983). Este
mecanismo de relaxamento era semelhante ao dos nitrovasodilatadores, que
também exercem seu efeito através da formagdo de GMPc (Katsuki & Murad,
1977; Katsuki et al., 1977; Ignarro et al,, 1981), mas de maneira independente do
endotélio (Rapoport & Murad, 1983).

Estudos subseqlentes revelaram que o EDRF era quimica e
farmacologicamente indistingliivel do oxido nitrico (NO, Palmer et al., 1987:
lgnarro et al., 1987a; Ignarro et al., 1987b). Marletta et al. (1988) chegaram a
mesma conclusdo com respeito a origem dos fons nitrito e nitrato produzidos por

macrofagos murinos imunoestimulados em cultura. O aminoacido L-Arg foi
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estabelecido como substrato para a sintese de NO em células endoteliais e outros
tipos celulares (Schmidt et a/., 1988; Palmer & Moncada, 1989; Moncada et al,,
1991).

Diversos estudos demonstraram que inibidores da oxido nitrico sintase
(NOS) tém a capacidade de bloguear o relaxamento do musculo liso do corpo
caverncso provocado por estimulagao elétrica das terminagbes ndo adrenérgicas-
nao colinérgicas NANC em varias espécies, como coelho (Ignarro et al., 1390; Kim
et al., 1991; Holmaquist ef al., 1992; Knispel et al., 1992), camundongo (Gd¢gmen ef
al., 1998; Mizusawa ef al., 2001} e humanos (Holmquist et al., 1991a; Kim et al,,
1991; Pickard et al., 1991; Holmaquist et al., 1992; Kirkeby et al., 1993, Leone et al.,
1994}, Inibidores de NOS também blogqueiam as respostas eretogénicas in vivo
decorrentes da estimulagdo do nervo cavernoso no coetho (Holmaquist et af.,
1991b), no camundongo {Mizusawa et al., 2001) e no rato (Burnett et al,, 1992;
Mills et al., 1892, Garban et a/., 1995; Escrig et al., 1999); estimulag&o da medula
sacral no rato (Finberg ef al., 1993) e estimulacdo do nervo pélvico no cao (Trigo-
Rocha et al., 1993a; Ayajiki et al., 1997).

Apos a estimulagao elétrica do corpo cavernoso, foram observados niveis
teciduais aumentados de nitrito e citrulina no coelho (Ignarro et al., 1990; Bush et
al., 1992a) e, em humanos, foram detectados niveis aumentados de nitritos e
nitratos (Leone et al., 1994). Na vigéncia de inibicdo da NOS ou bloqueio da
conducdo axonal, observou-se a interrupgdo na geragdo destes metabolitos do
NQO. Adicionalmente, o NO, bem como doadores de NO, relaxam preparactes de

tecido eretil de humanos e coelhos (Bush et al., 1992b; Holmquist ef al., 1993;
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Christ et al., 1995) e causa tumescéncia em cées (Trigo-Rocha ef al., 1993a),
- gatos (Wang et al, 1994), macacos (Hellstrom et al., 1994).

A participag@o do NO na fisiologia da erecéo pode ser influenciada
por varios fatores modulatorios, tais como condicdes oxidativas locais e
substancias reativas incluindo oxihemoglobina, tensdo de oxigénio intracavernosa,
estoques de Ca*’ intracelulares, anion superoxido (O;) e pH intracavernoso
(Rand, 1992; Kim et al, 1993). A estimulacdo direta do endotélio pela ACh
representa um mecanismo alternativo para a liberagdo de NO no pénis (Blanco et
al., 1988; Knispel ef al., 1991). Substancia P e bradicinina também podem relaxar
0 tecido cavernoso por estimular a formagio e liberacdo de NO do endotélio

(Wang et al., 1994; Teixeira et al., 1998a).
1.2.1 - Biossintese de NO

As enzimas responsaveis pela geracdo de NO s&o conhecidas como NO
sintases (NOS) e catalizam a oxidagao do nitrogénio do grupamento guanidino da
L-Arg, formando NO e L-citrulina em duas etapas (Figura 2), com a farmacdo do
intermediario N®-hidroxi-L-arginina (Marletta, 1988; Marletta, 1993 Feldman et al.,
1993; Fukuto & Chaudhuri, 1995; Ignarro & Murad, 1995; Kerwin et af., 1995). Trés
isoformas de NOS (NOS |, Il e Ill) sdo codificadas por trés genes diferenies e
podem ser classificadas em duas familias: NOS constitutiva (NOS | e NOS i) e
NOS induzivel (NOS Il; Knowles & Moncada, 1994; Forstermann ef al., 1994;

Forstermann & Kieinert, 1995). As NOS constitutivas foram primariamente



caracterizadas em neurdnios (NOS | ou nNOS) e em células endoteliais (NOS |l
ou eNOS), respectivamente, sendo reguladas pelo complexo Ca*‘/calmodulina
(CaM). Estas isoformas produzem pequenas quantidades de NO por curtos
periodos de tempo (segundos a minutos), o qual desempenha funcgbes
regulatérias na neurotransmissado e no sistema cardiovascular (Knowles &
Moncada, 1994, Forstermann ef al., 1994; Forstermann & Kleinert, 1995; Ignarro &
Murad, 1995). A NOS 1l (iINOS) foi primariamente isolada de macrofagos
estimulados com [lipopolissacarideo (LPS)} e interferon-y. Esta enzima ¢
essencialmente Ca®*-independente e pode produzir NO por longos periodos
{horas a dias) apds sua expressao.

As NOS séo ativas na forma de homodimeros de pesos moleculares (PM)
entre 250-300 kDa (Knowles & Moncada, 1994; Forstermann et al, 1994;
Forstermann & Kleinert, 1995; Forstermann et al., 1898). A ligagao da calmodulina
realga a transferéncia de elétrons no dominio redutase e permite a reducdo do

grupamento heme com conseqliente atividade da NOS (Matsucka et al., 1994;

HN HO~—N O
NH D—NH, SNH,
HN NADPH N 1/2 NADPH N
7-T> Aﬁ» + NO’
v
O: H,0 O: Ho
H.N H,N HN
COOH COQOH COOH
L-Arginina ' N@-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 2: Biossintese de NO
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Abu-Soud et al., 1994).
Todas as isoformas da NOS podem

ser inibidas, em graus variaveis, or . . .
g b Guanilato ciclase soltvel

analogos da L-Arg substituidos no N-terminal

grupamento guanidino (N, Mayer & Andrew, Bominio do

grupamento herne

1998; Boucher et al, 1999), como, por

Dominio de dimerizagaoe

exemplo, o N”-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME ) Dominio catalitice

C-terminal i"/HNO
1.2.2 — Guanilil ciclase soluvel e o

Mecanismo de sinalizagdo do NO

Corroborando com os resultados obtidos T e,

utilizando-se inibidores da sintese de NO,

verificou-se que inibidores de GCs inibem os . N
Figura 3: Estrutura da guanilil

) . ciclase solivel ¢ sua ativacio pelo
relaxamentos de corpo cavernoso induzidos por

estimulagdo elétrica bem como aqueles evocados por agentes que atuam de maneira
dependente ou independente do endotélio, confirmando o envolvimento da via do GMPc
nos relaxamentos de corpo cavernoso mediados pelo NO em varias espécies (Ignarro er al.,
1990; Pickard ef a/., 1991; Kim et al., 1991; Holmaquist er al., 1992 Hayashida et al., 1996;
Recio er al., 1998; Hedlund er al., 1999; Mizusawa et al., 2001y A GCs (Figura 3) é

expressa ne citoplasma de quase todas as células de mamiferos e medeia varias funcoes

fisiologicas importantes, tais como inibicio da agregacio plaquetdna, relaxamento do
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musculo liso, vasodilatacao, transducdo de sinais em neurdnios e imunomodulacdo (Collier
& Vallance, 1989). A GCs ¢ um heterodimero composto de subunidades a e §§ (Hobbs,
1997), com massas moleculares de 77 ¢ 70 kDa, respectivamente (Koeshing ef al., 1991,
Schulz er al., 1991). Cada subunidade contém um dominio regulatério N-terminal (grupo
prostético heme e regido de dimerizacio) e wmn dominio catalitico C-terminal. A expressdo
das duas subunidades ¢ necessana para atividade catalitica (Harteneck et al., 1990;
Buechler et al., 1991). Recentemente, as enzimas compostas pelas subunidades a1/81 e
a2/B1 presentes em tecidos de humanos foram completamente caracterizadas .apés
expressdo em células S e placenta (Zabel ef al., 1998; Russwurm et «f., 1998).

A presenca do grupo prostético heme € necessaria para ativacdo da GCs
pelo NO (Gerzer et al., 1982; Ignarro et al., 1982; Ohlstein et al., 1982). O grupo
heme corresponde a um anel de cinco membros, contendo quatro atomos de
nitrogénio que circundam um atomo de ferro na posigao central, o qual pode
encontrar-se como Fe?" (forma reduzida) ou Fe® (forma oxidada). O quinto
membro do anel na GCs é um ligante axial imidazolico na posig&o Hisqgs (Stone &
Marletta, 1894). A mutacao deste aminoacido, localizado proximo ac N-terminal da
subunidade p1, determina a incapacidade da GCs de se ligar ao grupo heme,

resultando em uma enzima insensivel ac NO (Wedel ef al., 1994).

O NO ativa a GCs por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um
complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligagao
entre a Hisqgs axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO esta presente na
guinta posicdo e criando um mudanca conformacional que ativa a GCs (Traylor &

Sharma, 1992; Lucas et al., 2000). Esta ativacdo causa uma elevacgdo nos niveis
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de GMPc, o qual é clivado a partir do trifosfato de guanosina (GTP) pela GCs
(Rapoport & Murad, 1983; Lucas et al., 2000). Sao propostos varios mecanismos
para explicar a atividade relaxante resultante de um aumento nos niveis de GMPc
induzido pelo NO (Waldman & Murad, 1987; Lucas et al., 2000). Estes incluem: (1)
inibicdo da geragéo de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3); (2) aumento do seglestro de
Ca*" citossolico; (3) desfosforilagdo da cadeia leve da miosina; (4) inibicdo do
influxo de Ca®; (5) ativagdo de proteinas quinases; (6) estimulagdo da Ca?-

ATPase de membrana e (7) abertura de canais de K.

1.3 — BAY 41-2272: um ativador de guanilil ciclase solivel em sitio

independente de NO

Com a descoberta de que o sistema NO-GCs-GMPc era o mais expressivo
e efetivo no mecanismo de erecdo peniana, foram identificados varias substancias
com potencial terapéutico no tratamento da disfungéo erétil. Tais agentes estdo
divididos em dois grupos: os que inibem a degradagdo de GMPc como os
inibidores da fosfodiesterase 5 (PDE5S), entre eles o sildenafil: e os que elevam os
niveis de GMPc através da ativagdo direta da GCs, por sua vez representados
pelo NO e os compostos doadores de NO, entre eles a nitroglicerina e o
nitroprussiato de sodio (Brioni et al., 2002). Entretanto, além das substancias
citadas acima, o YC-1 ({3~(5-hidroximetil-2'furil)-1-benzil indazol] foi descrito como
um ativador direto de GCs devido ao seu acoplamento a um sitio regulatdrio
independente do NO (Ko et al., 1994; Wu ef al., 1995; Stone et al., 1998). Nao se

trata de uma droga doadora de NO (Mulsch et al., 1997), mas sim de um

60



composto que se liga a GCs em um sitio alostérico da enzima, na subunidade at,
a qual contem as Cys238 e Cys243. Esta regido modula a atividade catalitica e a
responsividade do ligante acopiado ao grupamento heme (Martin ef al., 2001;
Becker et al., 2001; Stasch et al, 2001) e tem sua atividade intensificada na
presenga do NO (Brioni et al, 2002). Através de analises realizadas por
espectrofotometria, ndo foram detectadas mudancas induzidas pelo YC-1 na
absorbancia da enzima basal, nem na estimulada pelo NO, fato este que
comprova que o YC-1 tem um mecanismo independente do estado de ativagio da
enzima e da presencga do grupamento heme (Friebe & Koesling, 1998).Trabalhos
realizados em anéis de aorta de coelho e culturas de células endoteliais
demonstraram que YC-1 aumenta o acumulo de GMPc e este efeitc é
potenciaiizado na presenga de NO (Wohlfart et al, 1998). Na presenca de
inibidores da NOS, como L-NAME, o efeito maximo do YC-1 & diminuido o qgue
indica a existéncia de uma acdo sinergica sobre a GCs entre o YC-1 e 0o NO
endogeno liberado pelas células endoteliais. (Wohlfart ef al., 1299). Demonstrou-
se recentemente que o YC-1 induz respostas ereteis quando administrado por via
intracavernosa, alem de potencializar a eregdo mediada pela estimulagio do nervo
cavernoso quando administrado por via oral (Mizusawa et al., 2002). O composto
sintético, YC-1, demonstrou apresentar atividade sinérgica ao NO na ativacdo da
guanilil ciclase sollvel, aparentemente por retardar a dissociagdo do NO do
grupamentc heme da enzima (Friebe et a/., 1998). Adiciolnalmente, a EC5 do NO
na presenca de YC-1 para a ativacdo da enzima ¢ significativamente diminuida,

sugerindo que este composto aumenta a afinidade do NO ao grupamento heme
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(Friebe et al., 1996, Hoenicka et al., 1999). Ja foi demonstrado que este composto

& capaz de promover o relaxamento da musculatura lisa vascular (Wegener et al.,

1997) e cavernosa (Brioni et al., 2002; Nakane et al., 2002).

Assim como 0 YC-1, o BAY 41-2272 (5-Ciclopropil-2-[1-(2-fluor-benzil}-1H-

pirazol[3, 4-b]piridin-3-il]-pirimidin-4-ilamina; Figura 4) e seu analogo, BAY 41-

8543, moleculas com caracteristicas e mecanismo similares ao YC-1, foram

recentemente descritas como

ativadores especificos de GCs, porém
sendo  muito  mais potentes e
desprovidas de atividade inibitoria sobre
a fosfodiesterase (Stasch et al., 2001;
2002a). Experimentos in vitro
demonstraram uma potente ativacdo da
GCs pelo BAY  41-2272 nas
concentragbes de 0.1 nM a 100 uM e

esta estimulacdo foi potencializada na

presenca de doador de NO DEA/NO (1

uM) (Stasch ef af, 2001). Estudos

YC-1

BAY 41-2272

=N l

HoN

¢

Figura 4: Estrutura quimica do YC-1 e seu
analogo BAY 41.2272

utilizando-se enzimas desprovidas de grupamento heme, 0 BAY 41-2272 nio foi

capaz de ativar a enzima, demonstrando que seu mecanismo de acdao € NO-

independente porém heme-dependente (Stasch ef al., 2001 ).

Trabalhos subseqlentes demonstraram que o BAY 41-2272 induziu

vasodilatagdo em aneis aérticos in vitro e reduziu a pressdo arterial em ratos
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normotensos e hipertensos (Straub et al, 2002). Além disso, demonstrou-se
também que a vasodilatacdo induzida por este composto nao causa tolerancia
como 0s nitratos organicos (Stasch et al., 2002). Em modelo de insuficiéncia
cardiaca congestiva experimental o BAY 41-2272 também aumentou o débito
cardiaco e preservou a func¢ao renal (Boerrigter ef al,, 2003). Adicionalmente, em
coelhos o BAY 41-2272 foi capaz de relaxar anéis aorticos de coelho tanto na
presencga quanto na auséncia de endotélio (Priviero et al., 2005} e demonstrou
interagac com o NO endogeno e exdgeno causando um potente relaxamento do
musculo anococcigeo de rato (Teixeira et af., 2006)

Esta descoberta possibilitou o desenvolvimento de uma nova classe de
compostos com perfil farmacoldgico diferente das drogas doadoras de NO e pode

representar um novo recursc na regulacio da erecdo peniana.

OBJETIVOS

Objetivos gerais

+ Devido ao seu potencial terapéutico na disfuncgao erétil, o presente frabalho
objetivou avaliar a capacidade do BAY 41-2272 de induzir o relaxamento de
corpo cavernoso, aléem de investigar os mecanismos envolvidos neste

fendmeno, em coelho, rato e humaneoe.



Objetivos especificos
+ Investigar a participagdo das vias guanilil ciclase-GMP¢ e adenilil ciclase-
AMPc bem como dos canais de potassio, nas respostas relaxantes de

corpo cavernoso induzidas pelo BAY 41-2272:

- Investigar a capacidade do BAY 41-2272 em produzir erecdo peniana em

modelo experimental in vivo
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1 - Preparacao de Corpo Cavernoso de Coelho

Foram utilizados coethos machos New Zealand adultos (2-3 kg). Apos
anestesia com pentobarbital sodico (Hypnol; 50 mg/kg i.v.), os animais foram
exsangliinados e o pénis retirado na regido de insergdo da crura e imediatamente
colocado em solugcdo de Krebs-Ringer. Em seguida, o tecido cavernoso foi
dissecado, apos remocao dos tecidos conectivos e da tunica albuginea. Cada
pénis forneceu quatro segmentos de corpo caverno;c,o dissecado (1.0 x 0.3 x 0.2
cm). Todos os protocolos realizados tiveram a aprovacdo prévia da Comisséo de

Etica na Experimentagdo Animal (protocolo CEEA _IB UNICAMP 547-1).

2.3 - Preparacgao de Corpo Cavernoso Humano

Segmentos da parte proximal do corpo cavernoso de 11 pacientes entre 16
e 55 anos de idade, que sofreram doacao multipla de 6rgaos foram utilizados apos
obtencdo de consentimento informado dos familiares e aprovagéo prévia do
Comité de Etica do Hospital Universitario da Unicamp (protocolo CEP - HC
UNICAMP 281/2001). Apds remocao, os segmenios foram imediatamente
colocados em solugao de Krebs. Preparacgdes de corpo cavernoso (12 x 3 x 3 mm)

foram obtidas apos dissecgdo da tunica albuginea e tecidos conectivos.
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2.2 - Preparagao de Corpo Cavernoso de Rato

Foram utilizados ratos Wistar machos (250-350g). Apds anestesia com
pentobarbital sodico (Hypnol; 50 mg/kg i.p), os animais foram exsangiiinados e o
pénis retirado na regido de insergdo da crura e imediatamente colocado em
solugao de Krebs-Ringer. Em seguida, o tecido cavernoso foi dissecado, apos
remogao dos tecidos conectivos e da tanica albuginea. Cada pénis forneceu 2
segmentos de corpo cavernoso dissecado (1.0 x 0.3 x 0.2 cm). Todos os
protocolos realizados tiveram a aprovacdo prévia da Comissdo de Etica na

Experimentagdo Animal (protocolo CEEA_IB UNICAMP 547-1).

2.4 - Banho Isolado de Corpo Cavernoso ﬂ

Transdufor
isométrico

Cada segmento de corpo cavernoso foi montado

s

Gl
=i

em banhos isolados de 10 mi contendo solugdo de

Krebs-Ringer aquecida a 37°C e borbulhada com

95% de O; e 5% de CO; (Figura 5). Os tecidos

foram entdo suspendidos entre duas pontas de
metal em “L” e uma das pontas foi conectada a um

transdutor de forga, enquanto a outra foi fixada a

uma unidade movel, permitindo, assim, o ajuste
Figura 5: Sistema de banho para
preciso da tensdo. A tensdo aplicada aos tecidos orgdo isolado

(6 mN, 10 mN, 20 mN para rato, coetho e humano, respectivamente)} foi
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periodicamente ajustada até estabilizacao e a solugdo nutritiva trocada a cada 15
min durante este periodo. As alteracfes de tensdo foram medidas usando-se
transdutores isométricos (Ugo-Basile, Varese, ltalia) e registradas em sistema
Powerl.ab™ de aguisicdo de dados (software versdo 4.0, AD Instruments, MA,
Estados Unidos). Apos 60 min de estabilizacdo, os tecidos foram pré-contraidos
com fenilefrina (10 pM). Indometacina (5.6 uM) foi adicionada ao banho para inibir
a geracao de produtos da ciclooxigenase.

A composicéo da solugdo de Krebs foi (em mM): NaCl, 118; NaHCO,, 25;

glicose, 5.6; KCI, 4.7; KH,PO,, 1.2; MgS0,.7H,0, 1.17 e CaCl,.6H,0, 2.5.

2.5 - Protocolos Experimentais in vitro

Apbs o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, os tecidos foram pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM). Curvas concentracdo-resposta foram
executadas adicionando-se BAY 41-2272 cumulativamente (0.01-10 uM) no corpo

cavernoso. Foi executada somente uma curva por tecido devido a baixa resposta

a fenilefrina em curva subseqiente.

Para os experimentos onde foi avaliada a participacdo da via NO-GMPc no

relaxamento induzido pelo BAY foram utilizados o inibidor de NOS, N®-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME, 100 yM) e o inibidor de GCs, 1H-[1,2,4] oxadiazolo
[4,3,-a]quinoxalina-1-ona (ODQ, 10 yM). Estes inibidores foram adicionados 30

minutos antes do inicio da curva. Protocolos similares foram realizados como
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experimentos controles para obtencéo das curvas concentracao-resposta ac GTN
(0.01-10 pyM) e a ACh (0.01-10 pM), na presenca, também, destes mesmos
inibidores. Porém as curvas concentragao-resposta ao GTN (0.01-10 uM) e & ACh
puderam ser executadas nos mesmos tecidos apos lavagem e incubac&o com os
inibidores.

Em experimentos subseqlentes, foram obtidas curvas concentragao-efeito
para o NO através de uma solucdo de NaNO; acidificado (NO; 1 uM-100 uM).
Apbs a obtencdo das respostas, os tecidos foram encubados com BAY 41-2272
(100 nM) e a curva aoc NO foi repetida apds 20 minutos. Nas curvas ao estimulo
eletrico, apos a obtengdo de respostas fregiiéncia-dependentes {2, 4, 8, 16 e 32
Hz), o BAY 41-2272 (100 nM) foi adicionado as cubas e a estimuiacgéo foi repetida

apds 20 min.

Para a avaliacdo da participacdo da via adenilil ciclase soltvel — AMPc no

relaxamento induzido pelo BAY 41-2272, o rolipram (10 pgM), um inibidor da PDE4,

foi adicionado 30 minutos antes do inicio da curva. Protocolo similar foi realizado
como experimento controle para obtencdo da curva concentracdo-resposta ao
forskolin, uma ativador de adenilil ciclase, na presenca, também, deste mesmo

inibidor.

Para a avaliacdo da participacdo dos canais de potassio no relaxamento

induzido_pelo BAY 41-2272 foram utilizados os inibidores de canais de potassio

glibenclamida (10 pM; seletiva para canais de K+ ATP-dependentes), 4-

aminopiridina (3 uM; seletiva para canasis de K+ voltagem-dependentes),
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charibdotoxina e apamina (100 nM; seletivas para canais de K+ ativados por
Caz2+), e tetraetilambnio (1 pM; blogueador ndo-seletivo de canais de K+
voltagem-dependentes e ativados por Ca2+). Estes inibidores foram incubados na
preparacgdo 20 minutos antes que a curva em resposta ao BAY 41-2272 fosse

desenvolvida.
2.6 - Dosagem de GMPc em corpo cavernoso isolado de rato

Para determinar o conteudo de GMPc¢ tecidual, o corpo cavernoso de rato
foi colocado em periodo de estabilizacdo por 30 minutos em solugéo de Krebs
aquecida e oxigenada. Os tecidos foram entdo expostos durante 5 minutos tanto
ao BAY 41-2272 (1 uM), quanto ao SNP (1uM) na auséncia e na presenga de
ODQ (10 uM). Os segmentos foram coletados imediatamente e congelados em
nitrogénio liquido. O corpo cavernoso congelado foi pﬁlverizado e homogeneizado
em etanol 66% gelado. As amostras foram entao centrifugadas por 10 minutos a 4
°C a 10,000 g. O sobrenadanie foi seco em secadora de nitrogénio a 40 °C e
usado para medida de GMPc em técnica de imunoensaio enzimatico. Os pesos
dos pellets secos foram utilizados para padronizar as diferentes amostras.
Preparagdo das amostras, padrdes e a incubagéo com o anticorpo foram seguidas
de acordo com 0s procedimentos descritos no kit comercial (Cayman Chemical
Cyclic GMP EJA kit, Ann Arbor, M, U.S.A.). Os ensaios foram desenvoividos em

duplicata em diferentes diluigbes.
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2.7- Monitoramento de Pressdo intracavernosa em ratos anestesiados —

Experimentos in vivo

Procedimento cirtrgico

Ratos Wistar machos foram anestesiados com uretana (1,29 / kg)
intraperitonial. A artéria cardtida direita foi canulada para monitoramento continuo
da pressao arterial média (MAP), e uma canula provida de agulha 26G foi inserida
no corpo cavernoso esquerdo para registro da pressdo intracavernosa (ICP)
simultaneamente através de transdutores (Grass, Astro-Med Industrial Park,
U.S.A.). Outra canula similar foi inserida no corpo cavernoso direito para
administragdo de drogas. A cavidade abdominal foi aberta expondo o nervo
cavernoso esquerdo localizado regido dorso-lateral da prostata. Um eletrodo
bipolar de platina conectado a um estimulador Grass $48 foi posicionado sobre o
nervo cavernoso. Estimulagdes elétricas do nervo cavernoso (pulso de 1 ms, 45 s,
6 V) a diferentes frequéncias (1, 3, 5 Hz) foram aplicadas. As alteracdes de tenséo
foram registradas em sistera PowerLab™ de aquisi¢do de dados (software verséo

4.2, AD Instruments, MA, Estados Unidos).



2.8 - Protocolos Experimentais in vivo

Apds um periodo de estabilizacdo, uma curva frequéncia-dependente
controle foi realizada e logo apo¢s, 50ul de veiculo (Cremophor ~ dietilenoglicol
mono etil éter — agua na proporgao 10/20/70, respectivamente) ou de uma solugéo
de concentragdo 1mg/ml de BAY 41-2272 (o equivalente a 0.6 pmol/kg) foi
injetada intracavernosamente. Desta maneira, a curva fregiiéncia-dependente foi
repetida ap6s 5 minutos da injecdo a fim de se registrar as alteracbes

hemodinamicas ocorridas.

2.9- Calculo dos Experimentos

Os relaxamentos de corpo cavernoso detectados nos experimentos in vitro
foram calculados como percentual da contracio induzida pela fenilefrina (10 uM),
a qual foi tomada como 100%. Os valores de relaxamento foram expressos como
média = E.P.M. de n experimentos. Respostas eréteis in vivo foram expressas
como a area sobre a curva (AUC) e a razéo entre |ICP (mmHg)/MAP(mmHg), onde
[CP representa o pico de eregdo em resposta a determinado estimuio € MAP, a

pressdo artérial média no mesmo momento.



2.10 - Calcuios Estatisticos
Analise de variancia (ANOVA) e o teste { pareado de Student foram

empregados para avaliar os dados. Valores de p menores do que 0.05 foram

considerados significantes.
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3. RESULTADOS



3.1 - Corpo Cavernoso de Coelho

Estudos in vitro
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3.1.1 — Relaxamento induzido pelo BAY 41-2272

O BAY 41-2272 (0.01-10 uM, n=19) promoveu um relaxamento dos segmentos

de corpo cavernoso de coelho de modo dependente da concentragdo, sendo tal
resposta duradoura (Figura 6).

Coelho
0_
— PECs 6,82 + 0,06
o
= Epix(%) 116+2
o)
+ 40+
o
&
©
%
5 304
)
a
120- ¢

-3 -|7 -F6 -5
log [BAY 41-2272] (M)

Figura 6: Curva concentracdo-efeito ao BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo cavemoso

de coelho. Os dados representam meédias £ erro padrdo das médias do relaxamento
calculadas em relacéo ao tonus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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3.1.2 ~ Participacdo da via NO-GMPc no relaxamento induzido pelo BAY
41-2272

3.1.2.1 - Efeitos do blogueio da guanilil ciclase solavel

Adicao do inibidor da GCs, ODQ (10 uM; n=6), levou a um aumento no ténus
da prepara¢do e inibiu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 (PECsy: 6.76 + 0.05
na auséncia e 6.09 + 0.13 na presenca de ODQ) deslocando a curva concentracao -
efeito significativamente para a direita (4.7 vezes; Figura 7). Paralelamente, a adi¢do

de ODQ aboliu completamente a resposta relaxante ao GTN (0.01-10 UM, n=6)

0«..

—~ ¢ BAY 41-2272
s o BAY 41-2272 + ODQ
.g 40- = GTN
g o GTN + 0ODQ
1]
»
8 804
@

120-

-8 -7 ;3 -5
log [Droga] (M)

Figura 7: Efeitos do ODQ (10 uM) no relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 (0.01 —
10 uM; circulos) e pelo GTN (0.01 ~ 10 uM, quadrados) em corpo cavernoso de coelho. Os
valores experimentais foram obtidos na auséncia (simbolos fechados) e na presenca
(simbolos abertos) de ODQ. Os dados representam médias + erro padrdo das médias de
relaxamento calculadas em relacio ao ronus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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3.1.2.2 - Efeito da inibi¢do da sintese de NO

A adicdo do inibidor da sintese de NO, L-NAME (100 uM, n=4), promoveu um
aumento do ténus da preparacac e inibiu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272
(pECs; 6.86 + 0.06 na auséncia e 6.06 + 0.05 na presenca de L-NAME), deslocando a
curva concentracdo-resposta significativamente para a direita (59 vezes).
Paralelamente, foram realizadas curvas concentracdo-resposta controle para
acetilcolina na qual o L.-NAME aboliu a resposta relaxante como esperado. A adigdo
simultanea de ODQ (10 uM, n=4) na curva em presenca de L-NAME n&o promoveu
nenhuma inibicdo adicional quandc comparado ao experimento feito somente na
presenca de L-NAME (pECsy: 6.06 £ 0.05 na auséncia e 5.88 + 0.12 na presencga de

0ODAQ; Figura 8).
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Figura 8: Efeitos do L-NAME (100 uM) e do ODQ (10 uM) no relaxamento induzido pelo
BAY 41-2272 (0.01 — 10 pM) em corpo cavermnoso de coetho. Os valores experimentais
foram obtidos na auséncia (circulos fechados) e na presenca (circulos abertos) de L-NAME
ou L-NAME mais ODQ (tridngulos fechados). Os dados representam médias + erro padrio

das médias de relaxamento calculadas em relaciio ao tonus induzido pela fenilefrina (10
M.



3.1.2.3 - Envolvimento do NO exogeno e do NO liberado das fibras nitrérgicas no
relaxamento induzido pelo BAY 41-2272

— Efeito da estimulacdo elétrica de corpo cavernoso
A estimulac@o elétrica do corpo cavernoso (2-32 Hz) causou relaxamentos

de curta duracdo. A aplicagdo de BAY 41-2272 (100 nM; n=3) promoveu um

aumento significativo na duragdo dos relaxamentos nas preparagdes (Figura 9).
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Figura 9: Efeitos do BAY 41-2272 (100 nM) sobre a duragao dos relaxamentos induzidos
por estimulacdo elétrica (EFS, 2-32 Hz) em corpo cavernoso de coelho. Os dados
representam médias * erro padrdo das médias de relaxamento, calculadas em relagio a
contracdo induzida pela fenilefrina (10 pM). *p<0,05 ¢ **p<0,01 em compara¢do com os
respectivos valores controles de relaxamento.
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- Efeitos do NO exdgeno.

O NO provocou um relaxamento instantaneo, e ndo duradouro, onde apos
cada dose de NO observou-se um relaxamento rapido e em seguida o retorno ao
tonus inicial. Apés o experimento controle, a adigdo de BAY 41-2272 (100 niv,
n=3) causou um aumento significativo na duracdo das respostas relaxantes
{Figura 10) induzidas pelo NO.
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Figura 10: Efeitos do BAY 41-2272 (100 nM) sobre a duraciio dos relaxamentos induzidos
peto NO exdgeno (1-100 pM) em corpo cavernoso de coelho. Os dados representam
medias * erro padrdo das médias de relaxamento, calculadas em relacdo a contracdo

induzida pela fenilefrina (10 uM). *p<0,05 ¢ **p<0,01 em comparagdo com os respectivos
valores controles de relaxamento.
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3.1.3 — Participagao da via adenilil ciclase — AMPc no relaxamento

induzido pelo BAY 41-2272

3.1.3..1 - Efefto da inibicdo da fosfodiesterase tipo 4

A adi¢do de rolipram potencializou o efeito do ativador de adenilil ciclase
solavel forskolin (0.01-10 pM; n=4) promovendo um deslocamento significativo da
curva concentracdo-resposta para a esquerda (tabela 3). Porem este mesmo
inibidor nao afetou a curva concentracdo -efeito ao BAY 41-2272, nao alterando os

parametros de poténcia e resposta maxima neste tecido (Figura 11, tabela 1.
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Figura 11: Efeitos do intbidor de fosfodiesterase tipo 4 rolipram (10 uM) no relaxamento
induzido pelo BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo cavernoso de coelho. Os dados

representam médias + erro padrdo das médias de relaxamento calculadas em relagio ao
tonus induzido pela fenilefrina (10 uM).



Tabela 1: Efeitos do inibidor de fosfodiesterase tipo 4 rolipram (10 uM) no relaxamento

induzido pelo forskolin (0.01-10 M) e pelo BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo
cavernoso de coelho.

Poténcia de relaxamento (pECs)

BAY 41-2272 Forskolin
6.98 = 0.05 712+ 0.02
controle
+ Rolipram 6.88 + 0.08 7.58 +£0.05

Os dados representam médias + erro padrdo das médias de relaxamento calculadas em relagiio ao ronus
induzido pela fenilefrina (10 pM). P <0.01 comparado com os respectivos controles.

36



3.1.4 ~ Envolvimento dos canais de potassio no relaxamento induzido

pelo BAY 41-2272

A adicao dos bloqueadores especificos para canais de potassio n&o promoveu
nenhuma alteracdo na curva concentragao-resposta ao BAY 41-2272, onde n&o foi
observado nenhum deslocamento significativo (Figura 12, Tabela 2), caracterizando
assim uma resposta independente dos canais de potassio. Além disso, os

bloqueadores ndo afetaram a resposta maxima promovida pelo BAY 41-2272.

150+

— H controle
E ol glibenclamida
N % 1004 £ apamina
£2 I ChTx
o :
& e ™ TEA
£ . C14-AP
S . i
E
o L1

7.5
~—— 1l controle
=7 glibenclamida (10 M)
g 5.04 =7 apamina (100 nM)
9 1 ChTx (100 nM)
e ”s I TEA (1 mM)
) [_14-AP (3 mM)
0.0~

Figura 12; Representacio grafica da pECsy ¢ Ens em dos bloqueadores de canais de
potassio no relaxamento de corpo cavernoso de coelho induzido pelo BAY 41-2272 (0,01 -

10 uM). Os dados representam médias + erro padrao das médias de relaxamento calculadas
em relacdo ao fonus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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Tabela 2: Efeito dos bloqueadores de canal de potassio glibenclamida { 10 uM), apamina
(100 nM), charibdotoxina (ChTx ;100 nM), 4-aminopiridina (4-AP; 1 mM) e
tetraetilaménio (TEA; 3 mM) no relaxamento de corpo cavernoso de coelho induzido pelo
BAY 41-2272. .

Poténcia de relaxamento -
Resposta maxima (E,,)

(pECso)
Coetho

controle 6,83 + 0,04 i+ ]
glibenclamida 6,98 + 0,05 124 + [2
apamina 7,05+ 0,03 1134 4
ChTx 6,82+ 0,05 104 + 2
4-AP 6,63+ 0,03 106 + 3
TEA 6,96 + 0,05 118+ 6

Os dados representam médias =+ erro padrdo das médias de relaxamento calculadas em relaciio ao ronus
induzido pela fenilefrina (10 uM).
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3.2 - Corpo Cavernoso Humano

Estudos in vitro
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3.2.1 - Efeitos do BAY 41-2272 no relaxamento de corpo cavernoso

O BAY 41-2272 (0.01-10 pM, n=11) promoveu um relaxamento dos segmentos
de corpo cavernosc humano de modo dependente da concentragdo, sendo tal

resposta duradoura (Figura 13).

Humano
pEC5g 6,I2i 0,]0
011 » Epid(%) 100+3

O
el
c
@
5
] 50
S
@
o
R

100+

-8 -7 :6 -5
log [BAY 41-2272] (M)

Figura 13: Curva concentracao-efeito ao BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo cavernoso
humano. Os dados representam médias * erro padrio das médias do relaxamento calculadas
em relacdio ao tonus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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3.2.2 - Participagao da via NO-GMPc no relaxamento induzido pelo BAY
41-2272

3.2.2.1 - Efeitos do bloqueio da guanilil ciclase soltvel

Adicao do inibidor da GCs, ODQ (10 uM; n=7), levou a um aumento no t4nus
da preparacéo e inibiu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 (PECs0 = 6.06 + 0.06
na auséncia e 5.70 * 0.07 na presenga de ODQ, Figura 14), promovendo um
deslocamento significativo para a direita (2.3 vezes) da curva concentracao -efeito ao
BAY 41-2272. Paralelamente a estes experimentos, foram realizadas curvas

concentragao-resposta controle para o GTN (0.01-10 uM) nas quais 0 ODQ aboliu a
resposta reiaxanie.
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Figura 14: Efeitos do ODQ (10 uM) no relaxamento induzido pelo BAY 41-2272
(0.01 - 10 uM; circulos) e pelo GTN (0.01 — 10 uM, quadrados) em corpo cavernoso
humano. Os valores experimentais foram obtidos na auséncia (simbolos fechados) e na
presenca (simbolos abertos) de ODQ. Os dados representam médias + erro padrao das

meédias de relaxamento calculadas em relacio ao fonus induzido pela fenilefrina (10uM).
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3.2.2.2 - Efeitos da inibicdo da sintese de NO

A adicdo do inibidor da sintese de NO, L-NAME (100 uM, n=5), promoveu um
aumento do tdnus da preparagio e inibiu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272
(pECsp 6.16 + 0.06 na auséncia e 5.81 + 0.07 na presenga de L-NAME; Figura 15)
deslocando significativamente para a direita (2,5 vezes) a curva concentracgao-
resposta. Paralelamente, foram realizadas curvas concentragdo-resposta controle
para acetilcolina na qual o L-NAME aboliu a resposta relaxante como esperado.

Adicao simultanea de ODQ e L-NAME (10 uM, 100 uM, respectivamente; n=4)
ndo promoveu nenhuma inibicdo adicional e, portanto nenhum deslocamento
significativo em relacao aquele experimento feito somente na presenca de L-NAME

(pECso = 5.81 £ 0.07 na auséncia € 5.78 £ 0.12 na presenc¢a de ODQ ; Figura 15).
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Figura 15: Efeitos do L-NAME (100 uM) e do ODQ (10 uM) no relaxamento induzido
pelo BAY 41-2272 (0.01 —~ 10 uM) em corpo cavemnoso humano. Os valores experimentais
foram obtidos na auséncia (circulos fechados) e na presenca (circulos abertos) de L-NAME

ou L-NAME mais ODQ (triangulos fechados). Os dados representam médias * erro padrio

das médias de relaxamento calculadas em relacio ao fonus induzido pela fenilefrina (10
uM).
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3.2.3- Participagao da via adenilil ciclase — AMPc no relaxamento de

corpo cavernoso induzido pelo BAY 41-2272

3.2.3.1 - Efeito da inibigdo da fosfodiesterase tipo 4

A adicdo de rolipram (10 uM) potencializou o efeito ativador de adenilil
ciclase soltvel forskolin (0.001-10 pM; n=4) promovendo um deslocamento
significativo da curva concentragdo-resposta para a esquerda. Porém na curva
concentracao-resposta ao BAY 41-2272 o rolipram né&o 'aEterou 0s parametros de

poténcia e resposta maxima neste tecido (Figura 16, Tabela 3).
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Figura 16: Efeitos do inibidor de fosfodiesterase tipo 4 rolipram (10 uM; n=4) no
relaxamento induzido pelo pelo BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo cavernoso humano.

Os dados representam médias + erro padrio das médias de relaxamento calculadas em
relacdo ao fonus induzido pela fenilefrina (10 pM).
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Tabela 3: Efeitos do inibidor de fosfodiesterase tipo 4 rolipram (10 M) no relaxamento

induzido pelo forskolin (0.001-10 uM) e pelo BAY 41.2272 {0.01-10 uM) em corpo
cavemoso humano.

Poténcia de relaxamento (pECsg)

BAY 41-2272 Forskolin
controie 5.99 +0.09 6.17+0.05
+ Rolipram 6.00 + 0.07 6.51 +0.02"

Os dados representam médias + erro padrio das médias de relaxamento calculadas em relacio ao fonus
induzido pela fenilefrina (10 uM). ~ P <0.01 comparado com os respectivos controles.
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3.2.4 - Envolvimento dos canais de potassio no relaxamento induzido

. pelo BAY 41-2272

A adigao dos bloqueadores especificos para canais de potassio nao promoveu
nenhuma altera¢do na curva concentracao-resposta ao BAY 41-2272, onde nao foi
observado nenhum deslccamento significativo (Figura 17, Tabela 4), caracterizando
assim uma resposia independente dos canais de potassio. Além disso, o0s

blogueadores nao afetaram a resposta maxima promovida pelo BAY 41-2272.
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Figura 17: Efetto dos bloqueadores de canais de potassio (Ems, painel lateral superior e
pECso, painel inferior) no relaxamento de corpo cavernoso humano induzido pelo BAY 41-
2272. Os dados representam médias + erro padrio das médias de relaxamento calculadas
em relacdo ao fonus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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Tabela 4: Efeito dos bloqueadores de canal de potassio glibenclamida ( 10 uM), apamina

{100 nM), chanbdotoxina (ChTx

;100 nM), 4-aminopiridina (4-AP;

1

mM) ¢

tetraetilamoénio (TEA; 3 mM) no relaxamento de corpo cavernoso humano induzido pelo

BAY 41-2272.
Poténcia(i;: rCt;lsxamento Resposta méxima (Eyy)
' Humano

controle 6,00 + 006 116 + 2
glibenclamida 0,/3+ 009 Q98 + 9
apamina 5.71+ 005 i3 +7

ChTx 6,03+ 0,07 105 = 6

4-AP 3,95+ 0.06 107 + 12

TEA 6.14 + 0.05 103 + 6

Os dados representam médias * erro padrio das médias de relaxamento calculadas em relacdo ao ronus

induzido pela fenilefrina (10 uM)
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3.3 - Corpo Cavernoso de Rato

Estudos in vitro e in vivo
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3.3.1 - Efeitos do BAY 41-2272 no relaxamento de corpo cavernoso

O BAY 41-2272 (0.01-10 uM, n=06) promoveu um relaxamento dos segmentos
de corpo cavernoso de ratc de modo dependente da concentracdo, sendo tal

resposta duradoura (Figura 18).
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Figura 18: Curva concentracio-efeito ao BAY 41-2272 (0.01-10 uM) em corpo cavernoso
de rato. Os dados representam médias * erro padrdo das médias do relaxamento calculadas
em relacdo ao tonus induzido pela fenilefrina (10 uM).
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3.3.2 - Participagdo da via NO-GMPc no relaxamento induzido pelo BAY
41-2272
3.3.2.1 - Efeitos do bioqueio da guanilil ciclase soltvel

Adigao do inibidor da GCs, ODQ (10 uM), levou a um aumento no ténus da
preparagao e promoveu um deslocamento significativo para a direita (10,2 vezes,
n=5} da curva concentragdo -efeito ao BAY 41-2272 em tecidos pré-contraidos com
fenilefrina (10 uM; Figura 19; Tabela 5).
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Figura 19: Curvas concentracio-resposta ao BAY 41-2272 (0.01-10 uM) na auséncia
(circulos fechados) e na presenca (circulos abertos) de ODQ (10 M), em corpo cavernoso
de rato. Os dados representam médias + erro padriio das médias de relaxamento calculadas
em relac2o ao zonus induzido pela fenilefrina (10 pM).
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3.3.2.2 - Efeitos da inibicdo da sintese de NO

A adicdo do inibidor da sintese de NO, L-NAME (100 uM), promoveu um
aumento do ténus da preparacéo e inibiu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272
deslocando significativamente para a direita (3,5 vezes, n=4, Figura 20; Tabela 5) da

curva concentragéo-resposta.
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Figura 20: Curvas concentragdo-resposta ao BAY 41-2272 (0.01-10 uM) na auséncia
(circulos fechados) e na presenca (circulos abertos) de L-NAME (100 uM), em corpo
cavernoso de rato. Os dados representam médias = erro padrao das médias de relaxamento
calculadas em relac@o ao fonus induzido pela femlefrina (10 uM).
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Tabela 5: Efeito do inibidor de NO sintase, L-NAME (100 puM; n=4), e do inibidor de

guanihl ciclase solavel ODQ, (10 uM; n=6) no relaxamento induzido pelo BAY 41-2272
(0.01-10 uM) em corpo cavernose de rato.

BAY 41-2272
PECsy Emdx
Controle 6.44 + 0.10 124+ 6
L-NAME 389+ 016%* 120+ 14
oDQ 342+ 037 %% 100+ 12

**p<0.01 e *p<0.05 comparado aos valores controle.
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3.3.2.3 Anélise comparativa de acordo com 0s parametros de poténcia e resposta
maxima induzidas pelo BAY 41-2272 em corpo cavernosonos de coleho rato e
humano nos estudos in vitro

Os resultados obtides nos experimentos in vitro demosntraram que o BAY
41-2272 foi mais potente no relaxamento de copro cavernoso de coetho, seguido
de rato e humano, embora ndc haja nehuma diferenga significativa nos
relaxamentos maximos alcangados nas trés especies.

Tabela 6: Tabela comparativa de poténcia e resposta maxima do relaxamento de corpo
cavernoso induzido pelo BAY 41-2272 nas espécies estudadas.

BAY 41-2272
PECsy Emax
Coelho 6.82 + 0,06 116 + 2
Rato 6,43+ 0,10 124+ 6
Humarno 6,12+ 010 100 + 2
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3.3.2.4 - Efeito do BAY 41-2272 no aumento do contetido de nucleotideo ciclico

GMPc em corpo cavernoso de rato.

Em strips de corpo cavernoso de rato, o BAY 41-2272 (1 uM, n=3)
aumentou significativamente os niveis de GMP¢ em corpo cavernoso de rato. Em
experimento controle o doador de NO, SNP (1 uM, n=3), promoveu um aumento
significativo dos niveis de GMPc. Além disso, com a administracdo simultanea de
BAY 41-2272 mais SNP observou-se uma potencializagdo da resposta elevando-
se esses niveis para valores superiores aos obtidos na presenca dos dois
ativadores sozinhos. O inibidor da guanilil ciclase soltvel, ODQ (10 uM; n=3),
inibiu 0 aumento de GMPc induzido pelo BAY 41-2272 em 87 % . O forskolin, um
ativador de adenilil ciclase, foi utilizado como controle negativo e no promoveu

alteracdo nos niveis de GMPc tecidual ( Figura 21; Tabela 7).
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Figura 21: Conteido de GMPc (painel inferior) em strip de corpo cavernoso de rato
exposto ao veiculo, BAY 41-2272 (1 uM) ou SNP (1 uM) na auséncia € na presenca de
ODQ (10 uM) ou BAY + SNP . Os niveis de GMPc sdo expressos como a meédia + SEM
de 3 experimentos. **P < 0,01 comparado ao controle; #P < 0,01 comparado a soma de
BAY 41-2272 e SNP sozinhos.
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3.3.3 ~ Participagdo da via Adenilil ciclase — AMP¢ no relaxamento de corpo

cavernoso induzido peio BAY 41-2272

3.3.3.1 - Efeito do BAY 41-2272 no aumento do nucleotideo ciclico AMPc

em Corpo cavernoso de rato.

O BAY 41272 nao teve influéncia no contetido de AMPc presente em strip
de corpo cavernoso de rato, uma vez que este contelido se manteve constante em
todos os protocolos realizados. O ativador da adenilil ciclase solgvel, forskolin, foi
utilizado como controle positivo e promoveu um aumento significativo nos niveis
de AMPc da preparagdo quando comparado ac controle (n=3; Figura 22; Tabela

7).

AMPc
(pmol/mg protein)
3

CTL BAY  SNP BAY ODQ  BAY  SNpP FK
(TpMy (1 pM)  +SNP (10pM) +0ODQ +0DQ (1pM)

Figura 22: Conteddo de AMPc em strip de corpo cavernoso de rato exposto ao veiculo,
BAY 41-2272 (1 pM) ou SNP (1 uM) na auséncia e na presenca de ODQ (10 uM) ou BAY
+ SNP . Os nivers de AMPc s3o expressos como a média + SEM de 3 experimentos. **P <
0,01 comparado ao controle; #P < 0,01 comparado a soma de BAY 41-2272 e SNP
sozinhos.

108



Tabela 7: Contetido de GMPc e AMPc em strips corpo cavernoso de rato expostos ao BAY
41-2272 (1 uM), SNP (1uM) na presenca ¢ na auséncia de ODQ (10uM) ou ao BAY + SNP
. simultaneamente.

Niveis de nucleotideo ciclico em corpo cavernoso isolado de rato
(pmol nucleotideo ciclico/mg de proteina)

GMPe AMPc
controle 031 +011 12.26 + 1,35
BAY 41-2272 3,57 + 0,64 %% 10,48 + 1,93
SNP 1,67 + 0,39 *= 844 + 178
BAY + SNP 17,82+ 213 ¥*# 12,39+ 140
0DQ 0,10 + 0,04 9.76 + 2.02
BAY + ODQ 0,47;{; 0,09%* 13,73+ 1,56
SNP + ODQ 0,20 + 0,03%* 13,98 +1.92
Forskolin 0.22 +0.06 35.75 + 3.03%%

Os niveis de GMPc¢ sdo expressos como a média + SEM  de n experimentos. **P < 0.01 comparado ao
controle; #P < (.01 comparado a soma de BAY 41-2272 e SNP sozmhos.
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3.3.4 - Efeitos da administragdo de BAY 41-2272 no aumento da pressao

intracavernosa de rato — estudo in vivo

A pressdo intracavernosa (ICP) e a press&o arterial média (MAP) dos ratos
anestesiados em condigdes basais registradas permaneceram entre os valores
médios de 13 £ 1 mmHg and 98 * 5 mmHg, respectivamente (n=10). A
estimulacao elétrica do nervo cavernoso causou aumentos sustentados na ICP de
maneira frequéncia-dependente (1-5 Hz), acompanhado de diminuicbes
transitorias na MAP. A razéo ICP sobre MAP foi utilizada para estabelecer um
indice de atividade erétil controlada por alteracées na MAP. A fregliéncia mais alta
utilizada (5 Hz) produziu um aumento da ICP de 36 = 3 mmHg, que correspondeu
a uma diferenga no indice médio de ICP/MAP de 0.36 + 0.12 em comparagéao a
situagdo controle sem estimulo.

A administracao intracavernosa de BAY 41-2272 (0.6 umol/Kg; n=5) ndo
afetou significativamente a razédo ICP/MAP na auséncia da estimulacdo elétrica do
nervo cavernoso (0.16 = 0.02 em condicées controle; 0.17 = 0.02 depois de 5
minutos da administracao de BAY 41-2272). Entretanto, BAY 41-2272 aumentou
significativamente a resposta induzida pela estimulacdo elétrica alterando os
significativamente a razdo ICP/MAP (Figura 23; Tabela 8), bem como a area sobre
a curva (AUC; figura 24, Tabela 8). Os picos de pressdo intracavernsosa

chegaram a valores 60 % mais altos com relagéo a condigées controle.
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Figura 23: Efeito da administracdo intracavernosa do ativador de guanilil ciclase solivel
BAY 41-2272 sobre o aumento da pressio intracavemosa induzida pelo estimulo elétrnico
do nervo cavernoso de rato in vivo. Resultados foram calculados como a razio ICP/MAP.
Dados representam a média + S.E.M. **p<0,01 e *p<0,05 comparado aos valores controle.
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Figura 24: Efeito da administracdo intracavernosa do ativador de guanilil ciclase soluvel
BAY 41-2272 sobre o aumento da pressao intracavernosa induzida pelo estimulo elétrico
do nervo cavernoso de rato in vivo. Resultados foram calculados como a area sobre a curva
(AUC). A AUC foi expressa em mmHg.s e calculada durante o estimulo nervoso. Dados
representam a meédia + S.E.M. de n experimentos. *p<0.05 comparado aos valores controle.

Tabela 8. Efeito na presso mtracavernosa (ICP) durante a estimulaciio do nervo cavernoso
(3 Hz), 5 minutos apds a administracio intracavernosa do ativador de guanilil ciclase
solavel BAY 41-2272 (0,6 umol/kg; n=>5) in vivo.

Controle BAY 41-2272 (5 min)
AUC 892+ 112 1382 + 180 *
ICP/MAP 0.24 10,02 0,40 + 0,03 **

"P<0.05 comparado com o controle; ¢~ P < 0.01 comparado ao controle .
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Os resultados obtidos demonstram que o BAY 41-2272 causa um
relaxamento sustentado e concentragéo - dependente em tecido cavernoso pré-
contraido de coelho, humano (Baracat et al., 2003) e rato, embora haja diferencas
nos parametros de poténcia e resposta maxima entre estes tecidos. No presente |
estudo, o BAY 41-2272 demonstrou-se mais potente no relaxamento de corpo
cavernosc de coelho, embora o relaxamento maximo alcancado nao foi
significativamente modificado de espécie para espécie. E valido mencionar que os
seguimentos de corpo cavernoso humano utilizados nos experimentos foram

provenientes de doadores de orgdos saudaveis.

O ODQ é um composto gue inibe a atividade da guanilil ciclase sollvel
sensivel ao NO (Garthwaite et al., 1995) e & freglientemente utilizado nos estudos
dos mecanismos de transdugao de sinais da via NO-GMPc¢. Drogas como o gliceril
trinitrato tem seu efeito relaxante mediado pelo NO (Feelisch, 1998), que se liga
ao grupamento heme da enzima guanilil ciclase soluvel ativando-a, favorecendo
assim a conversao do GTP em GMPc (Lucas ef al,, 2000). Este efeito inibitorio do
ODQ sob a enzima sensivel ao NO & devido & mudangas no estado de oxidacdo
do grupamento heme, afetando a conformacgéo da enzima, impedindo a ativagdo
do seu sitio catalitico (Zhao et al., 2000). Sendo assim, o relaxamento de corpo
cavernoso, induzido pelo NO enddgeno ou exdgenoc, foi abolido nos experimentos

realizados.

Embora o ODQ tenha seu mecanismo de acgdo centrado na oxidagéo do
grupamento heme da guanilil ciclase soluvel, & provavel que ele também possa

exercer um mecanismo alostérico por interferéncia na ligagdo do BAY 41-2272
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coma enzima, como os resultados observados de mudangas ocorridas na
estrutura secundaria da enzima recombinante quando o ODQ foi adicionado a
guanilil ciclase soluvel estimulada pelo NO (Kosarikov et al., 2001). E interessante
observar que, tanto em coelho como em rato e humano, o ODQ afetou apenas
parcialmente o relaxamento de corpo cavernoso induzido pelo BAY 41-2272. Em
outro estudo, demonstrou-se que, mesmo na presenga da enzima purificada, o
ODQ também n&o aboliu a estimulacdo da guanilil ciclase solUvel induzida pelo

BAY 41-2272 (Stasch et al., 2001).

O tratamento com L-NAME produziu um deslocamento para a direita da
curva ao BAY 41-2272, em corpo cavernoso de coelho, rato e humano, indicando
que o NO liberado do endotélio sinusoidal tem efeito sinérgico com o BAY 41-
2272, como observado em ensaios com a enzima purificada (Stasch et al., 2001).
Estas evidéncias ainda ndo revelam se estes resultados sdo reflexos de uma
liberagdo basal de NO ou, entdo, se o proprio BAY 41-2272 induz liberacao de
NO. Outros experimentos ja demonstraram que o precursor do BAY 41-2272. YC-
1, causa liberacdo de NO de células endoteliais através de um mecanismo
dependente de caicio (Wohlifart et al., 1999). Aléem disso, os resultados gue
demonstram que ndo ha nenhuma inibicdo adicional da resposta relaxante
induzida pelo BAY 41-2272 em tecidos firatados com L-NAME e
subseqlientemente incubados com ODQ reforgam a idéia de que o deslocamento
da curva concentragdo -efeito ao BAY 41-2272 para a direita provocado pelo ODQ

endogeno. Estes resultados realgam a hipotese de que o relaxamento de corpo
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cavernoso induzido pelo BAY 41-2272 pode ser devido a ativagdo de uma via
secundaria, independente do aumento de GMPc ou, entdo, que o ODQ somente
inibe a ativacio da enzima gue é sensivel ao NO. Esta Gltima hipotese é reforgada
pelo fato de que o deslocamento da curva concentragéo-resposta ao BAY 41-2272

para a direita provocado pelo L-NAME foi simitar aquele induzido pelo ODQ.

E visto que drogas que estimulam a adenilil ciclase como o forskolin, a
prostaglandina E, e o peptideo intestinal vasoativo (VIP) causam relaxamento de
corpo cavernoso (Hedlund et al., 2000; Mizusawa ef al., 2001). Inibidores de
fosfodiesterase tipo 4, como rolipram, aumentam as respostas relaxantes
evocadas por estes agentes por previnirem a hidrolise do AMPc¢ (Sparwasser et
al., 1994; Bivalacqua et al,, 1999). Realmente, os resultados demonstram que o
rolipram causa um deslocamento para a esquerda da curva concentragao-efeito
ao forskolin. Porém, o rolipram ndo afeta os parametros de poténcia e resposta
maxima do BAY 41-2272 em coetho e humano, sugerindo que a via adenilil
ciclase-AMPc ndo esta envolvida nesta resposta relaxante nestes tecidos. Em
ratos, o BAY 41-2272 ndo proporcionou nenhum aumento dos niveis de AMPc
medidos, reafirmando que também nesta espécie, esta droga néo interfere na via
adenilil ciclase —AMPc.

Por conseguinte, analisando-se a participagdo dos canais de potassio no
relaxamento de corpo cavernoso de coelho e humano induzido pelo BAY 41-2272
constatou-se que esses canais ndo interferem na resposta relaxante evocada pela
droga em estudo, uma vez que os bloqueadores desses canais utilizados, ou seja,

apamina, charibdotoxina, 4-aminopiridina, tetraetilaménio e glibenclamida néo
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afetaram o efeito relaxante de maneira significativa. Este & um dado interessante
uma vez que drogas que modulam a via do GMPc parecem estar intimamente
ligadas a ativacdo desses canais no relaxamento do masculo liso de corpo
cavernoso e outros tecidos vasculares. Trabalhos anteriores utilizando artéria
peniana de cavalo constataram que, o NO liberado de fibras NANC, age por
ativagdo da guanilil ciclase e acimulo de GMPc¢ |, seguido da abertura dos canais
de potassio ativados por célcio. Estes canais quando ativados causam uma
hiperpolarizagdo de membrana e relaxamento da artéria peniana, auxiliando no
mecanismo de eregdo (Simonsen et af., 1995). Outros trabalhos que investigam a
participagado dos canais de potassio na resposta vasodilatadora induzida pela ACh
tambeém confirmam esta hipotese, uma vez que demonstraram que ChTX e 4-AP
reduziram a vasodilatacdo causada pela ACh em aorta toracica de rato (Ferrer et
al., 1999; Adeagbo e Malik, 1990), ou seja, pode haver uma participacdo dos
canais de potassio dependentes de Ca’" nesta resposta que € mediada pela via
do GMPc. Além disso, o blogueador de canal de potassio dependente de célcio,
charibdotoxina, reduziu o relaxamento induzido por diferentes doadores de NO em
diferentes arterias de cobaia sugerindo que parte de seu relaxamento esta ligado 4
ativagdo desses canais (Bialecki & Stinson-Fisher, 1995). Por outro lado,
trabalhos utilizando aorta femoral isolada de coetho demonstraram gque o NO
exogeno produziu uma hipepolarizacdo transitoria de membrana a qual foi
bloqueada pela glibenclamida, porém o relaxamento foi mantido, sugerindo gue ha
uma independéncia entre a hiperpolarizacdo da célula de musculo liso vascular e
a vasodilatacdo (Plane et al., 1995). Outros trabalhos ainda descrevem a ativacéo

de canais de potassio ativados por célcio por mecanismo dependente (Bolotina,
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1994) e independente de GMPc (Archer et al., 1994). Em corpo cavernoso de
coelho, o TEA aboliu as alteracdes nas concentragbes de K" intracelulares
provocadas pela ACh (Seftel et al., 1996), sugerindo mais uma vez a participagéo
dos canais de potassio dependentes de célcio e de voltagem na via NO-GMPc.
Estudos recentes, relataram que o YC-1 por produzir uma ativacdo da guanilil
ciclase e conseqliente aumento dos niveis de GMPc , causou um efeito inibitério
no mecanismo de contragdo das células de musculo liso de endométrio de ratas
gestantes e este efeito parece ser mediado por canais de potassio ativados ATP,
uma vez que o uso da glibenclamida reduziu este efeito inibitorio (Cetin ef al.,
2004). Estes resultados realgam a hipdtese de que o relaxamento de corpo
cavernoso induzido pelo BAY 41-2272 pode ser devido a ativagdo de uma via

secundaria, independente do aumento de GMPc.

No presente estudo, analises subseqiientes tiveram como objetivo a
investigacdo da participacdo do BAY 41-2272 no relaxamento nitrergico de corpo
cavernoso e o seu sinergismo com o NO exdgeno. Pdde-se observar que o
composto potencializou a resposta relaxante evocada pelo estimulo elétrico em
coelhos, assim como pelo NO exdégeno uma vez que aumentou significativamente
a duracio da resposta, nesta espécie animal, embora ndo tenha interferido em
sua amplitude. Estes resultados, juntamente com os resultados obtidos
anteriormente, onde o tratamento com L-NAME produziu um deslocamento para a
direita da curva ao BAY 41-2272, em corpo cavernoso de coelho, humano e rato, o
NO liberado tanto do endotélio sinusoidal como o proveniente de fibras NANC

possui uma interagdo com o BAY 41-2272, como observado em ensaios com a
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enzima purificada (Stasch et al., 2001). Como dito anteriormente, estas evidéncias
ainda ndo revelam se estes resultados sado reflexos de uma liberacdo basal de NO
ou, entdo, se o proprio BAY 41-2272 induz liberacdo de NO. Sendo assim,
estudos subsequentes que investigaram a participacao direta do composto BAY
41-2272 no aumento do GMPc tecidual foram necessarios a fim de se esclarecer o

grau de interferéncia desta droga na via NO-GMPc.

Sendo assim, os dados obtidos posteriormente, demonstraram que ©
ativador de guanilil ciclase solivel BAY 41-2272 induziu relaxamento de corpo
cavernoso de rato através do aumento de GMPc tecidual. O BAY 41-2272 induziu
um aumento acentuado nas concentragbes de GMPc¢ o qual foi praticamente
abolido pelo ODQ confirmando que, nesta espécie animal, seu efeito foi
dependente de guanilil ciclase solivel. Em tecidos expostos simultaneamente ao
BAY 41-2272 e ao ODQ h& uma tendéncia do contetido de GMPc ser maior do
que o encontrado em tecidos expostos ao SNP na presenca de ODQ e em tecidos
controle. Este resuitado pode ser atribuido ao fato de ativadores da enzima guanilil
ciclase soluvel no sitio independente de NO possuirem atividade dependente e
independente do grupamento heme (Martin, et al., 2001; Becker, et al., 2001). Este
dado esta de acordo com aqueles encontrados em estudos anteriores nos quais a
estimulagédo da guanilil ciclase soltvel induzida pelo YC-1 e pelo BAY 41-2272 nao
foi completamente bloqueada pelo ODQ (Martin, et al., 2001; Becker, et al., 2001).

No mesmo ensaio de dosagem, foi possivel confirmar o efeito sinergico
entre o BAY 41-2272 e o doador de NO, SNP, visto que o conteido de GMPc,

quando comparado aguele induzido pelo BAY 41-2272 sozinho na preparacao,
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aumentou muito significativamente. Este achado confirma os resultados obtidos
em experimentos realizados com ratos anestesiados, onde, através da medida de
pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo elétrico do nervo cavernoso,
observou-se um sinergismo entre o BAY 41-2272 e o NO liberado das fibras
nitrérgicas, o que proporcionou uma melhora na resposta eretil. Esta hipotese ja
foi estudada em estudo anterior realizado com YC-1, precursor do BAY 41-2272,
demonstrando um aumento da pressao intracavernosa em ratos anestesiados, na
dose de 10 pmol/kg administrado por via intraperitoneal, aumentando a amplitude
e a duracdo da resposta erétil (Mizusawa, 2002). No presente estudo constatou-se
que a administragdo intracavernosa de BAY 41-2272 aumentou significativamente
a press&o intracavernosa induzida pelo estimulo elétrico facilitando a eregdo
peniana in vivo. Estes resultados reforgcam os achados deste estudo, onde o BAY
41-2272 demonstrou efeito sinérgico com o NO enddgeno em experimentos in
vitro e demonstrou ser eficiente no aumento da erecdo em experimento in vivo

sem afetar parémetros fisiologicos importantes como presséo arterial.
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5. CONCLUSAO



O presente trabalho demonstrou que:

« BAY 41-2272 promoveu um relaxamento duradouro e concentracio-
dependente do musculo liso de corpo cavernoso em coelho, rato e humano

in vitro;

+ O BAY 41-2272 potencializou a resposta erétii de rato induzida pelo

estimulo elétrico in vivo;

+ O relaxamento promovido pelo BAY 41-2272 em coelho, rato e humano in

vitro foi dependente da via GCs - GMPc¢, mas néo da via ACs — AMPg;

+ O NO endodgeno liberado tanto de fibras nitrérgicas quanto de endotélio
sinusoidal interage com o BAY 41-2272 aumentando sua resposta

relaxante;

+ Os canais de potassio ndo interferiram no relaxamento de corpo cavernoso

de coelho e humano promovido pelo BAY 41-2272, in vitro.

Portanto, o BAY 41-2272 pode ser considerado uma ferramenta de grande
importancia nos estudos de novos tratamentos para a disfuncdo erétil organica,
uma vez que, ativando a enzima guanilil ciclase solivel em sitio diferente ao do
NO e sendo eficiente no aumento de GMPc intracelular, poderia atuar em guadros
caracterizados por escassez de NO endogeno ocasionados, por sua vez, por
disfungbes endoteliais e por neuropatias freqlientemente desenvolvidas com o
envethecimento, através de habitos como o tabagismo e em doencas de grande

prevaléncia como diabetes, hipertensdo e dislipidemias.
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