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RESUMO

Estudos clinicos vém relacionando a sindrome metabdlica / obesidade a sintomas do trato
urindrio inferior, também referidos como LUTS (da sigla Lower Urinary Tract Symptoms),
os quais compreendem diversas queixas relacionadas a problemas de armazenamento e/ou
esvaziamento da bexiga urindria. Estes sintomas acometem milhares de pessoas em todo o
mundo, estando relacionados a frequéncia, urgéncia e nocturia, e frequentemente associados
a bexiga hiperativa, que pode evoluir para incontinéncia urindria. O trato urindrio inferior
(TUI) é composto basicamente pela bexiga e uretra. A dindmica vesicoesfincteriana
compreende duas fases: Fase de armazenamento e Fase de eliminacdo. Estes processos
envolvem uma sincronia de a¢des do miusculo liso detrusor e uretra para um correto ciclo
miccional. A despeito dos estudos epidemiolégicos apontarem para uma correlagdo positiva
entre sindrome metabdlica/obesidade e LUTS, os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
permanecem pouco compreendidos. Portando, utilizando um modelo animal de obesidade
associada a bexiga hiperativa, procuramos analisar as alteracdes causadas pela obesidade no
trato urindrio inferior antes e apds o tratamento com o ativador da GCs, BAY 60-2770. O
BAY 60-2770 faz parte de uma nova classe de drogas, denominadas ativadores da GCs.
Essas drogas sdo capazes de ativar a GCs de maneira independente do NO e/ou grupamento
heme, e apresentam uma poténcia aumentada quando o ferro se encontra em sua forma
oxidada (Fe'). Especificamente, realizamos os seguintes experimentos em camundongos
controles e obesos: 1) cistometria; 2) curvas concentracdo-resposta a diferentes agentes
contréteis e relaxantes na bexiga e/ou uretra; 3) determinagdo dos niveis de GMPc; 4)
expressao das subunidades de a; e/ou B; da GCs; 5) medida das espécies reativas de
oxigénio. O camundongo obeso apresentou um padrdo miccional irregular caracterizado
pelo aumento do nimero de contracdes miccionais e de contragdes involuntdrias,
alteracoes normalizadas apos o tratamento com BAY 60-2770. Na bexiga, o carbacol,
KCl e CaCl, produziram contragcdes de forma concentracdo-dependente em tiras
isoladas de bexiga, contragbes que foram maiores em animais obesos quando
comparado aos controles. O tratamento com BAY 60-2770 normalizou as contragdes da
bexiga em animais obesos. Um aumento de 78% nas espécies reativas de oxigénio foi
observado em bexigas de animais obesos, resultado ndo alterado pelo BAY 60-2770. O
tratamento com BAY 60-2770 gerou um aumento de 10 vezes nos niveis de GMPc em
bexiga de animais obesos, sem afetar a producdo desse nucleotideo ciclico nos animais
controles. A expressao protéica das subunidades a; e B1 da GCs estava 40% diminuida
em bexiga de animais obesos, esse resultado foi normalizado apds o tratamento com
BAY 60-2770. Em uretra, relaxamentos induzidos por NO (nitrito de sédio acidificado),
doadores de NO (s-nitrosoglutationa e nitroglicerina) e BAY 41-2272 (estimulador da
GCs) se apresentaram reduzidos em obeso quando comparado ao grupo controle. O
relaxamento uretral por BAY 60-2770 apresentou um padrao diferente e foi 43% maior
em camundongos obesos, resultado acompanhado pelo aumento nos niveis de GMPc. A
oxidacdo da GCs potencializou o relaxamento uretral induzido por BAY 60-2770. O
tratamento cronico reverteu completamente as disfuncdes uretrais dos animais obesos.
A producdo de espécies reativas de oxigénio estava aumentada e a expressdo da
subunidade 31 da GCs diminuida na uretra do animal obeso, ambas as altera¢des foram
revertidas pelo tratamento com BAY 60-2770. Concluimos entdo que as contragdes
aumentadas da bexiga e a disfung¢do no relaxamento uretral estdo associadas com a
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producdo de espécies reativas de oxigénio e “downregulation” da sinalizagdo GCs —
GMPc. A prevencgio da degradacdo da GCs pelo tratamento cronico com BAY 60-2770
melhora as disfun¢des miccionais de camundongos obesos. Portanto, o BAY 60-2770
pode ser de grande valor terapéutico no tratamento de complicacdes urolégicas
associadas a obesidade.

Palavras-chave: Uretra. Bexiga. BAY60-2770. Bexiga hiperativa. Obesidade. LUTS.
ERO.
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ABSTRACT

Clinical studies have shown an association between metabolic syndrome / obesity and
lower urinary tract symptoms (LUTS), name given to a group of symptoms affecting the
bladder during urine storage and voiding. These symptoms affect thousands of people
throughout the world and are related with frequency, urgency, nocturia and often associated
with overactive bladder (OAB), which may result in urinary incontinence. The low urinary
tract consists of the bladder and urethra. Vesical sphincter dynamics is divided into two
phases: storage and voiding phase. Each phase requires a coordinated interaction between
urethra and bladder to allow a healthy urinary function. Despite epidemiological studies
suggest a positive correlation between metabolic syndrome / obesity and LUTS, its
pathophysiological mechanisms are still poorly studied. Therefore, using an animal model
of obesity associated OAB we studied low urinary tract before and after treatment with the
sGC activator BAY 60-2770. BAY 60-2770 is a novel class of drugs, classified as soluble
guanylyl cyclase (sGC) activators. This class of drugs acts by NO- and heme-independent
mechanisms and present a higher potency to oxidated form of sGC heme iron (Fe3+). More
specifically we conducted the fallowing experiments: 1) cystomettry; 2) concentration —
response curves to contractile and relaxing agents in bladder and/or urethra; 3)
determination of cGMP levels; 4) evaluated expressions of al and/or B1 sGC subunits; 5)
measurement of reactive oxygen species. Obese mice displayed an irregular micturition
pattern characterized by significant increases in voiding and non-voiding contractions, both
of wich were normalized by BAY 60-2770 treatment. In the bladder, carbachol, KCI and
CaCl, produced concentration-dependent contractions in isolated bladder strips that were
markedly greater in obese compared with control group. BAY 60-2770 treatment
normalized the bladder contractions in obese group. A 78% increase in reactive-oxygen
species (ROS) generation in bladder tissues of obese mice was observed, and that was
unaffected by BAY 60-2770. Treatment with BAY 60-2770 generated a 10-fold increase in
GMPc levels in bladder from obese mice, without affecting this nucleotide level in lean
group. Protein expression of al and B1 subunits of sGC was decreased by 40% in bladder
tissues of obese animals, which was restored by BAY 60-2770. In the urethra, relaxations
induced by NO (acidified sodium nitrite), NO-donors (S-nitrosolutathione and glyceryl
trinitrate) and BAY 41-2272 (sGC stimulator) were markedly reduced in obese compared
with control mice. As opposed, urethral relaxations induced by BAY 60-2770 were 43%
greater in obese mice, which was accompanied by increases in cGMP levels. Oxidation of
sGC with potentiated BAY 60-2770-induced USM responses in control group. Long-term
oral BAY 60-2770 administration fully prevented the impairment of urethral relaxations in
obese mice. Reactive-oxygen species (ROS) production was enhanced, whereas protein
expression of 1 sGC subunit was reduced in USM from obese mice, both of which were
restored by BAY 60-2770 treatment. In conclusion, enhanced bladder contractions and
impaired urethral relaxations in obese mice are associated with ROS generation and
downregulation of sGC- cGMP signaling. Prevention of sGC degradation by long-term
BAY 60-2770 administration ameliorates the micturition dysfunction in obese mice.
Therefore, BAY 60-2770 could be of great therapeutic value in the treatment of urological
complications associated with obesity.
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1.1 OBESIDADE E SISTEMA URINARIO

O excesso de peso € sabidamente um dos mais importantes fatores de risco para a
morbi-mortalidade de doengas cardiovasculares e diabetes, causando a morte de
aproximadamente 3 milhdes de pessoal por ano no mundo. Em 2008, estimou-se que 1,48
bilhdes de adultos no mundo possuiam indice de massa corporal (IMC) >25 kg/m?, sendo
que mais de 200 milhdes de individuios ja eram considerados obesos (1). Conforme a
ciéncia avanca sobre o conhecimento da obesidade, novas comorbidades sdo relatadas.
Pesquisas clinicas recentes t€ém também relacionado a sindrome metabdlica / obesidade a
sintomas do trato urindrio inferior, também referidos como LUTS (da sigla Lower Urinary
Tract Symptoms), os quais compreendem diversas queixas relacionadas a problemas de
armazenamento e/ou esvaziamento da bexiga urindria (2, 3). Estes sintomas acometem
milhares de pessoas em todo o mundo, homens e mulheres, estando relacionados a
frequéncia, urgéncia e noctiria, e frequentemente associados a bexiga hiperativa, que pode
evoluir para incontinéncia urindria (4, 5). De modo geral, o LUTS t€m um impacto
negativo sobre a qualidade de vida do paciente. No Brasil, estudo epidemioldgico
envolvendo 848 individuos (mulheres e homens) mostrou que 18,9% apresentam sintomas
de bexiga hiperativa associada a mé qualidade de sono e de vida social e sexual, assim

como a depressdo e cansaco (6).
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1.2 FISIOLOGIA DA MICCAO

A bexiga, a uretra e os esfincteres, assim como a inerva¢do autondmica e somdtica

e seus neurotransmissores sdo pecgas fundamentais para a fisiologia de miccao (7).

1.2.1. Anatomia do Trato Urinario Inferior (TUI)

O TUI é composto basicamente pela bexiga e uretra. A bexiga € dividida em duas
regides distintas, a saber: uma ampla regido localizada acima dos orificios dos ureteres,
denominada “corpo da bexiga”, formado pela parede da bexiga e uma regido menor, abaixo
dos orificios ureterais, denominada “base da bexiga”, que é formada pelo musculo trigono,
pela juncdo uretrovesical e pela parede anterior da bexiga (8). A parede da bexiga €
formada por uma camada mucosa interna denominada urotélio e outra camada de
musculatura lisa denominada detrusor, sendo esta recoberta externamente pela fascia. O
urotélio € uma camada epitelial composta por uma camada de células basais, uma camada
celular intermedidria e uma camada celular superficial formada por células hexagonais
denominadas “células guarda-chuva” (umbrella cells) (9) (Figura 1).

A uretra se estende do orificio uretral interno ao externo, sendo formada por trés
camadas musculares: uma camada longitudinal espessa e mais interna de musculatura lisa,
uma camada circular delgada e central de musculatura lisa e uma camada mais externa de
musculo estriado, também chamada de rabdoesfincter. As trés camadas sdo ativas na
manutencdo do tonus muscular durante a fase de enchimento bem como no relaxamento
durante a fase de esvaziamento da bexiga (10). A maior diferenca anatdmica entre homens

e mulheres reside na uretra, que em homens € mais longa e possui a préstata em sua por¢ao
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proximal (8).

Juncde Trigono-Ureter

Trigono Superficial

Trigono Profundo

. Base Detrusor
Buase Bexiga .
Musculatura Uretral

Miisculo Liso Uretral —

Esfincter externo 1
Rabdoesfincter on

esfincter estriado
interno

Rabdoesfincter

Figura 1. Desenho esquemdtico da bexiga (detrusor e trigono) e da saida da
bexiga (uretra, orificios ureterais, esfincteres internos e externos).
Fonte: Segundo Gosling et al, 1977 (11) (legenda a esquerda) versus Elbadawi, 1984 (12)

(legenda a direita).
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1.2.2. Controle Neural e Ciclo Miccional

A dinamica vesicoesfincteriana compreende duas fases: Fase de armazenamento e
Fase de eliminagdo. Estes processos envolvem uma sincronia de a¢des do musculo liso
detrusor e uretra, cuja fungdo principal é manter a continéncia urindria através da contracao
na fase de armazenamento e de relaxamento na fase de eliminacao. As fibras musculares do
detrusor sdo capazes de relaxar simultaneamente a contracdo da uretra, permitindo um
aumento do volume da bexiga, sem aumento concomitante da pressdo intra-vesical, e de
contrair de modo coordenado com o relaxamento da uretra, gerando a pressdo necessdria
para liberar a urina (7, 13).

O controle da funcdo miccional € feito principalmente pelo sistema nervoso
autdbnomo. O trato urindrio inferior € inervado pelos nervos parassimpdtico (pélvico),
simpético (hipogastrico) e somatico (pudendo). Os nervos pélvicos e hipogdstricos
localizam-se na regido sacral e lombar, respectivamente (7). O plexo pélvico, quando
ativado, promove contragdo do corpo da bexiga, aumentando a pressdo intravesical e
relaxando a uretra (7, 14, 15) . A ativacdo do hipogéstrico, por sua vez, relaxa o corpo da
bexiga e contrai a uretra (15) (Figura 2). O nervo pudendo, quando ativado, contrai o
esfincter uretral externo (16) (Figura 3).

Na fase de armazenamento, a pressao intravesical, em humanos e animais, mantém -
se baixa e constante (Figura 3). A acomodacdo da urina durante esta fase é um processo
passivo, e depende das propriedades da musculatura lisa e da inibicdo da atividade eferente
parassimpdtica. A distensdo das fibras musculares resultante do aumento do volume
intravesical ativa as fibras simpdticas as quais fecham a uretra e o esfincter interno

permitindo o armazenamento da urina. Durante esta fase, a atividade do esfincter uretral
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externo estd aumentada, refletindo aumento da atividade somadtica e conseqiiente resisténcia

da saida da bexiga, contribuindo para o processo de continéncia (17, 18) (Figuras 2 e 3).

—Q |PaG

Centro Pontino +
o Micgéo o
\_/\_.

Nerve
Hipogiistrico

e

i

-

Nervo
Ripogdstrico

Nervo
Pélvico

péhvico

Esfincter
Iute.nm r

Nerve
Pudendo

Nerve Pudendo
Esfincter

Esfincter
A Externo B o

Externo

Figura 2. Mecanismos reflexos das fases de armazenamento e eliminagao.
(A) Reflexos da fase armazenamento: durante a fase de armazenamento ha a ativacdo de
fibras nervosas simpdticas (hipogéstrico) e somadticas (pudendo), que, quando ativadas,
promovem o fechamento da saida da bexiga (base e uretra) assim como do esfincter uretral
externo. (B) Reflexos da fase de eliminacdo: o inicio da mic¢do aumenta a atividade
visceral aferente, a qual ativard o centro da mic¢do (centro pontino de micgdo),
promovendo assim inibi¢do das vias simpdticas e somadticas. O centro pontino estimulard as
fibras nervosas eferentes parassimpdticas (pélvico) que inervam tanto a bexiga como a

uretra. PAG: zona periaquedutal (19).

39



] 1] ]

- 60 4 . H : :

& Esvaziamento E i i
g9 i

2 E Voluntario i ! :

=] 1 L] ]

e : Py

- : .

s \ : b

0 . _"‘—-—"'__—_ .. H n H

Enchimento fuicio : : :

. ) 1

1 Bexiga '

Pressio
Intrauretral
L

100 200 300

(=

Figura 3. Tracados de cistometria (painel superior) e de eletromiograma do
esfincter (EMG; painel inferior) em humano sauddvel.

O eixo x representa volume (mL) e o eixo y representa a pressdo intravesical (cmH20) e

pressdo intrauretral. A seta a esquerda representa o inicio da infusdo de salina na bexiga
(enchimento bexiga). As linhas verticais indicam o inicio e o término do relaxamento do

esfincter (17).

Uma vez atingida a capacidade méxima da bexiga, os receptores sensiveis as
variacOes de pressdo, presentes no interior do detrusor, emitem sinais aos centros corticais
do cérebro para iniciar a fase de eliminacdo, que compreenderd a contracdo do musculo
detrusor e relaxamento uretral. Para iniciar o processo da mic¢@o € necessario que o cortex
cerebral reconheca o desejo de urinar e decida 0 momento de esvaziar a bexiga. Quando tal
desejo é devidamente reconhecido, a uretra relaxa, diminuindo a resisténcia ao fluxo (20);
consequentemente, a bexiga libera o seu contetido sob controle voluntério, através de uma
atividade coordenada do musculo detrusor e da uretra. O detrusor se contrai em reposta a
estimulagdo dos receptores muscarinicos, € a uretra relaxa em resposta, principalmente, a
acdo do oxido nitrico (NO) (21-24). Assim, o reflexo da mic¢do é completamente

autdbnomo por parte da medula espinhal, mas pode ser voluntariamente facilitado ou inibido
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por centros cerebrais (25).

1.2.3 Sinalizacdo da Maquinaria Contratil e Relaxante na Bexiga e Uretra Durante o

Ciclo Miccional

Como referido acima, o processo de armazenamento de urina compreende o
relaxamento do detrusor e a contracido da uretra, impedindo o esvaziamento. No musculo
detrusor, a noradrenalina interage com receptores [-adrenérgicos, promovendo o
relaxamento muscular e reducdo da pressdo intravesical, ao passo que na uretra a
noradrenalina interage com receptores a-adrenérgicos, levando a contrag@o dessa estrutura.

Os receptores pB-adrenérgicos, quando ativados, levam a ativag¢do da adenilil ciclase
induzindo acimulo de AMPc, que, por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA). Esta
proteina promove a fosforilagdo da quinase de cadeia leve de miosina (MLCK; myosin
light-chain kinase), levando a inativagdo da mesma, que resulta em aumento da recaptacao
de cdlcio para o reticulo sarcoplasmdtico por meio da fosforilacdo da fosfolambana (26,
27). Sabe-se também que a ativagdo de receptores P-adrenérgicos pode promover o
relaxamento do detrusor por mecanismos independentes de AMPc, como por exemplo a
ativacdo de canais de potdssio (28). O subtipo de B-adrenoceptor responsdvel pelo
relaxamento do musculo detrusor depende da espécie animal. Os trés subtipos (B1, B2 e B3)
sdo expressos em detrusor de ratos, ao passo que em humanos, a proporcao de 1, B2 e B3,
€ de 1,5%, 1,4% e 97%, respectivamente, sendo o relaxamento mediado principalmente
pelos receptores B3 (29, 30). Os receptores B2 e B3 sdo igualmente responsaveis pelo
relaxamento do detrusor em ratos; porém, em coelhos, os receptores 2 desempenham

maior participacdo nas respostas relaxantes quando comparados aos B3 (31).
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Diferentemente de coelhos, a ativagao de receptores B3 em cdes promove relaxamento
cerca de 10 vezes maior que a ativacao do receptor 2 (31). Existem poucas informagdes
sobre os receptores f-adrenérgicos em uretra, mas sabe-se que 0s mesmos estdo presentes
neste tecido, mediando relaxamento tecidual (32).

A contracdo da uretra se dd pela ativagdo de receptores a-adrenérgicos,
principalmente o, que estd acoplado a proteina G cuja sinalizacdo envolve ativacdo da
fosfolipase C, hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (IP2) para inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O DAG ativa a PKC que catalisa a fosforilacao de
vdrias proteinas intracelulares fazendo com que ocorra também a entrada de cdlcio
extracelular através de canais de Ca®* do tipo L. O IP3 atua em receptores especificos no
reticulo sarcoplasmatico, estimulando a liberagdo de célcio. O cdlcio se liga a calmodulina,
e este complexo, por sua vez, ativa a MLCK. Esta enzima ativada leva a fosforilacdo da
cadeia leve da miosina, promovendo consequentemente a contracdo deste tecido (32).

No processo de eliminacdo da urina, a contracdo do musculo liso da bexiga é
mediada predominantemente pela ativacdo de receptores muscarinicos que se faz de forma
coordenada com o relaxamento da uretra, este dependente de NO nitrérgico (33). A
resposta contrétil decorrente da estimulacdo muscarinica € evocada principalmente pela
ativacdo de receptores muscarinicos M3 (34, 35). Os mecanismos intracelulares observados
na resposta contrétil pela ACh incluem a ativagcao da fosfolipase C, com formacao de IP3 e
DAG, levando ao aumento dos niveis intracelulares de cdlcio (15). Subseqiientemente, o
calcio se liga a calmodulina, que ativa a MLCK, levando ao aumento expressivo de
fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLC20). Durante este processo, a MLC20

fosforilada interage com a a-actina resultando na contracdo do misculo liso (36). O
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aumento dos niveis de célcio citosélico resultam de sua mobiliza¢do a partir do reticulo
sarcoplasmatico e/ou de seu influxo através de canais de cdlcio presentes na membrana
celular. O influxo extracelular de célcio se reveste de grande importincia nas respostas
contréteis, visto que as mesmas deixam de ser observadas com o uso de bloqueadores de
canais de cdlcio dependentes de voltagem. De forma semelhante, o papel da PKC na
contratilidade do musculo liso da bexiga e uretra também permanece incerto, pois grande
parte dos estudos indica que esta proteina nio tem influéncia direta na poténcia ou eficdcia
em respostas contrateis mediadas por estimulacdo de receptores muscarinicos (37, 38).
Estudo do nosso grupo mostrou que existe aumento na expressdo de PKC em detrusor de
camundongos obesos resistentes a insulina (39). Portanto, a PKC parece ser importante
durante a fase de contragdo de ambos, podendo atuar conjuntamente com a Rho-quinase
para mediar a resposta contratil (40, 41).

Nas ultimas duas décadas tém se estudado no TUI as vias purinérgicas, destacando-
se os receptores P2X1, ativados pelo ATP. As contragdes induzidas por estimulo elétrico
em bexigas urindrias ndo sdo exclusivamente de natureza colinérgica. Estas contragoes
sdo parcialmente mimetizadas pela administracdo exdgena de ATP, e, por isso, acredita-
se que o ATP seja o principal mediador responsavel pelo componente NANC-excitatorio
neste tecido (42). As contra¢des induzidas pelo ATP no detrusor envolvem duas familias
de receptores purinérgicos: um ligado ao canal idnico (P2X), que promove o influxo de
calcio extracelular, e outro acoplado a proteina-G (P2Y) que atua via fosfolipase C/IP3
e liberacdo de calcio extracelular (43). Ainda ndo € claro se os receptores purinérgicos sao
encontrados em uretra e a fun¢do dos mesmos neste tecido (44).

O relaxamento uretral se d4 principalmente pela liberacdo de NO de fibras
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nitrérgicas. O NO ativa a guanilato ciclase soliivel (GCs), um heterodimero que consiste
nas subunidades o e B; ambos apresentam um dominio homoélogo que constitui o centro
catalitico responsavel por gerar o GMPc. A GCs também possui um grupamento heme que
¢ ligado a um residuo de histidina da subunidade [, necessario para a ativagdo da enzima
pelo NO. Esse grupamento heme € sensivel as alteracdes do equilibrio oxidativo da célula,
e quando o ferro € oxidado (de Fe? para Fe3+) a enzima fica insensivel ao NO (45). A
droga mais utilizada em estudos para mimetizar esse efeito oxidativo € o ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo [3,4-a]quinoxalin-1-one) (46). A ligacdo do NO permite uma mudanga
conformacional na enzima, induzindo a formacdo do segundo-mensageiro, GMPc, e
ativacdo da proteina quinase dependentes de GMPc (PKG) que regula varios processos
fisiolégicos, incluindo tonus do musculo liso (47). Estudos prévios mostraram que drogas
que aumentam as concentracdes intracelulares de GMPc relaxam o trato urindrio inferior,
incluindo detrusor e uretra (48, 49). A inativagdo do GMPc ocorre através da acdo da
fosfodiesterase-5 (PDES). Outros autores reportaram a presenca da PDE-5 em prostata,
bexiga e uretra de rato, sugerindo que a via do GMPc contribui também para a manutenc¢ao
do tonus relaxante do TUI (50-52).

Dois grupos de pequenas moléculas sdo capazes de ativar a GCs independentemente
do NO, e vem sendo empregados como valiosas ferramentas para elucidar alteracdes nessa
enzima. Sdo os chamados “estimuladores” e “ativadores” da GCs (53). O YC-1, derivado
indazol, foi o primeiro estimulador descrito da GCs. A otimizacdo quimica desta molécula
levou ao descobrimento do BAY 41-2272, composto que apresenta maior especificidade e
poténcia ao estimular a GCs, além de possuir forte sinergismo quando combinado com NO
(54). A ativagdao da GCs pelo BAY 41-2272 requer que o ferro presente no grupamento

prostético dessa enzima esteja em seu estado reduzido (Fe**), semelhante 2 ativacio do NO
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(55). Estudo prévio mostrou que o BAY 41-2272 € capaz de relaxar diferentes tipos de
musculatura lisa, incluindo detrusor isolado de ratos, coelhos e camundongos (56). Este
composto também é capaz de prevenir a disfuncdo vesical em modelo de bloqueio cronico
de NO em ratos (57). Em 2002, o BAY 58-2667 foi apresentado pela Bayer como um
“ativador” da GCs, uma vez que apresentou caracteristicas diferentes dos estimuladores. Os
ativadores, incluindo o BAY 60-2770, sdo capazes de ativar a GCs de maneira
independente do NO e/ou grupamento heme, e apresentam uma poténcia maior quando o
ferro se encontra em sua forma oxidada (Fe3 ™) (58) (Tabela 1)

Tabela 1. Estimuladores e ativadores da GCs.

Estimuladores Ativadores

YC-1 BAY 58 — 2667 (cinaciquat)
BAY 41 - 2272 BAY 60 - 2770

BAY 41 - 8543 HMR - 1766

BAY 63 — 2521 (riociguat) A -778935

CFM - 1571

A -350619

Fonte: Adaptado de Gur S, 2010(59).

1.2.4. Sindrome da Bexiga Hiperativa

Os problemas para estocar a urina sdo resultantes de fatores complexos, gerando os
chamados “‘sintomas do trato urinario inferior”, também referidos como LUTS. Esta é uma
condi¢do que afeta milhdes de pessoas em todo mundo, cujos sinais e sintomas incluem

urgéncia miccional, alteracdes da freqiiéncia e hiperatividade vesical, podendo levar a
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incontinéncia urindria. A sindrome da bexiga hiperativa ¢ multifatorial e ainda pobremente
entendida, pois depende essencialmente do fator de risco associado a esta condigdo
patoldgica. Os fatores de risco para bexiga hiperativa incluem obesidade, envelhecimento,
lesdo medular, hipertensao arterial e diabetes (3, 60-63). A obesidade/sindrome metabdlica
€ relatada como um dos fatores de risco mais importantes para LUTS que € positivamente
relacionado a bexiga hiperativa (2, 60). Doencas endocrino-metabdlicas assim como IMC
elevado tém sido associados com incontinéncia urindria (64). A bexiga hiperativa em
homens com HPB estd associada a sindrome metabdlica, incluindo diabetes mellitus e
hipertensao (65).

Segundo a Sociedade Internacional de Continéncia (ICS, 2002), os sintomas do TUI
sdo divididos em trés grupos: (1) sintomas na “Fase de Enchimento”, caracterizados por
urgéncia, poliacidria, noctiria e urge-incontinéncia; (2) sintomas na “Fase de
Esvaziamento”, caracterizados por jato urinario fraco, dificuldade para iniciar micg¢ao,
esforco miccional, gotejamento terminal; e (3) sintomas “P6s Miccionais”, iniciados
imediatamente apds a miccdo e incluem sensacdo de esvaziamento incompleto e
gotejamento pds-miccional. A sindrome da bexiga hiperativa constitui uma série de
sintomas caracterizados por urgéncia, com ou sem incontinéncia de urgéncia, geralmente
acompanhada por aumento de freqiiéncia urindria e noctiria. Estd relacionada a
hiperatividade do detrusor e aumento das contracdes involuntdrias durante a fase de
enchimento (66). Estudos epidemioldgicos realizados nos Estados Unidos mostraram que
16,5% da populacdo (aproximadamente 33 milhdes) com idade igual ou superior a dezoito
anos possuem sintomas de bexiga hiperativa (67), enquanto que na Europa a prevaléncia de
bexiga hiperativa em pessoas com idade igual ou superior a 40 anos é de 16,6% (68). A

hiperatividade da bexiga pode ser de origem neurogénica e/ou miogé€nica. A hiperatividade
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de origem miogénica ocorre geralmente em pacientes com obstru¢do da uretra. A obstrucio
do fluxo leva a denervacdo da bexiga e modificacdes morfoldgicas como hipertrofia da
musculatura lisa. Essas mudangas levam ao aumento da atividade miogénica, levando a
aumento da pressdo intravesical, causando ativagdo de fibras aferentes, gerando assim o
reflexo miccional. No estado de hiperatividade da bexiga, o reflexo autondmico se dé antes
do completo preenchimento da mesma (69). Os agentes antimuscarinicos sdo os farmacos
de escolha para o tratamento da bexiga hiperativa-detrusor hiperativo, ja que diminuem a
capacidade de contragdo da bexiga. Estes farmacos atuam, principalmente, durante a fase
de enchimento, diminuindo os sintomas de urgéncia, aumentando a capacidade vesical (70).
Existem hoje outras possibilidades de tratamento, com a aprovagdo de novas drogas pelo
FDA para este fim (71), como a toxina botulinica tipo A (BoNT/A), o agonista B3-

adrenérgico (Mirabegron) e o inibidor da PDES (Tadalafil).

1.2.5. Sindrome Metabdlica/Obesidade e Estresse Oxidativo

A Sindrome metabdlica € um termo que descreve um conjunto de fatores de risco
independentes que aumentam a chance de doengas cardiovasculares, como hipertensdao
arterial, deposicao central de gordura, dislipidemia (LDL e triglicérides elevados e HDL
reduzido) e resisténcia a insulina (72). Identificada pela primeira vez em 1922, possui
diferentes terminologias como quarteto mortal, sindrome X, sindrome plurimetabdlica e
sindrome de resisténcia a insulina (73). Os parametros mais utilizados para o diagndsticos
da sindrome metabdlica sdo os da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e os da National

Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP III). A definicao

da OMS requer a avaliagdo da resisténcia a insulina como componente obrigatério, ao
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passo que a da NCEP ndo requer esta avaliacdo, facilitando seu uso em estudos
epidemioldgicos (74).

O aumento da prevaléncia da sindrome metabdlica é um fendmeno de proporcao
epidémica mundial, que parece crescer paralelamente a obesidade, estimando-se que atinja
de 15 a 25% dos individuos em paises industrializados (75-77). A predisposicdo genética, a
alimentacdo inadequada e a inatividade fisica estdo entre os principais fatores que
contribuem para o surgimento da sindrome metabdlica, cuja prevencdo primdria é um
desafio mundial (78). Cerca de 23% da populagdo americana apresenta sindrome
metabdlica. Dentre todos os fatores de risco que fazem parte da sindrome, a obesidade €
um dos mais importantes, acometendo 59,6% dos individuos (79). Atualmente, os estudos
estdo focados na compreensdo das correlagcdes moleculares entre obesidade e doencgas
metabolicas cronicas. Hotamisligil e colaboradores (1993)(80) foram os primeiros a
identificar as primeiras ligacOes entre obesidade, inflamacdo e resisténcia a insulina. A
obesidade e doencgas associadas, como resisténcia a insulina, diabetes do tipo 2,
dislipidemia e esteatose hepética, sdo um grande desafio para a ciéncia bdsica e clinica. E
evidente que o desenvolvimento de modelos animais apropriados € crucial para os estudos
da patogénese e terapia desta complexa desordem metabdlica. Do ponto de vista cientifico é
racional a necessidade ndo somente de um fendtipo, mas também de um modelo que
reproduza em animais as condicdes patoldgicas encontradas nos humanos (81). Por essa
razdo, diversos estudos vém utilizando dietas enriquecidas com gordura, conhecidas como
dietas hiperlipidicas, para produzir modelos de obesidade em roedores. A primeira
descricdo desta intervenc¢do nutricional data da década de 40. Estudos subseqiientes
revelaram que as dietas hiperlipidicas promovem hiperglicemia e resisténcia a insulina (82,

83). Baseado nestas experiéncias estd bem estabelecido que dietas hiperlipidicas podem ser
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utilizadas para criar um modelo vélido de obesidade em roedores (81). Dentre estas
linhagens, os camundongos C57BL/6J sdao os mais utilizados como modelo de sindrome
metabdlica e resisténcia a insulina (84). A predisposicdo desta linhagem para desenvolver
obesidade tem sido explicada pelo aumento na resisténcia a leptina quando comparado a
outras linhagens (85, 86).

O aumento do estresse oxidativo parece desempenhar um papel central na
obesidade/sindrome metabdlica e doencgas correlatas (87), podendo ser um fator
determinante para a progressdo dos sintomas do TUI (88). As espécies reativas de oxigénio
(ROS) s3o moléculas de vida curta, derivadas do metabolismo do oxigénio. Desempenham
papel importante em processos como expressdo génica, transduc¢do de sinais e sdo
altamente reativas. Em condicdes saudaveis, a eliminacdo de ROS é mantida em equilibrio
por antioxidantes enzimdticos (superdxido dismutase, glutationa, catalase, peroxidase) e
nao enzimaticos (vitaminas C e E). Em estados patologicos como obesidade, ocorre um
aumento da producdo de ROS, diminuicio da capacidade de eliminacdo e
consequentemente um desequilibrio do meio, caracterizando o chamado estresse oxidativo.
O aumento das ROS oxida carboidratos, lipidios e proteinas, sendo importante para a
progressao de doencas cardiovasculares (72, 89). A principal fonte enzimdtica de ROS sao
as NADPH oxidases (NOX). A familia das NOXs possuem 7 homdlogos cataliticos. Essas
enzimas transferem elétrons da NADPH para o oxigénio molecular, produzindo o anion
superdxido (O;), que reage com o NO, formando uma espécie ainda mais reativa, o
peroxinitrito (ONOQ"). O anion superéxido pode ser rapidamente convertido em H,O, pela
superdxido dismutase (SOD) e posteriormente em dgua pela catalase (90, 91). Em modelos
experimentais de sindrome metabdlica induzida por dieta, estudo prévio mostrou um

aumento no estresse oxidativo associado a disfuncdo endotelial. Existe um aumento na
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producdo de ROS pela NADPH oxidase, concomitante com uma diminui¢do de isoformas

da SOD, indicando uma defesa antioxidante prejudicada na sindrome metabdlica (92).

1.2.6. Obesidade, Estresse Oxidativo e Sintomas do Trato Urinario Inferior

Estudos epidemioldgicos tém revelado a existéncia de associagdo positiva entre
sindrome metabdlica/obesidade e LUTS, no qual a bexiga hiperativa ocupa um papel
central (62, 93, 94). A sindrome metabdlica €, portanto, considerada fator de risco para o
LUTS (5, 62, 95). A prevaléncia de bexiga hiperativa e sindrome metabélica na populacio
adulta dos Estados Unidos € de 16% e 26%, respectivamente (96), sendo que homens com
trés ou mais componentes da sindrome metabdlica tem maior probabilidade de desenvolver
sintomas do TUI (97).

Modelos animais também tém proporcionado evidéncias que confirmam a relagcdo
entre sindrome metabdlica/obesidade e bexiga hiperativa, e por isso vem sendo utilizados
para o entendimento da fisiopatologia dos distirbios miccionais na sindrome
metabolica/obesidade/diabetes (98-101). Ratos Wistar alimentados com 60% de ragdo
enrriquecida com frutose por 6 semanas apresentam sobrepeso, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e hiperatividade vesical (102). Fémeas Wistar tratadas com essa mesma ragao
por um periodo mais prolongado (24 semanas) ndo mostraram aumento no peso corporal,
mas sim resisténcia a insulina. Notou-se marcante diminuicdo da resposta contratil da
bexiga in vitro em resposta a estimulacdo elétrica, carbacol e KCI1 (103). Em ratos Zucker
obesos, mostrou-se diminui¢do na frequéncia de eliminacdo e contracdes involuntdrias
desses animais (diabéticos ou ndo), sugerindo que a obesidade cronica per se reduz a

atividade da bexiga (99). Embora a obesidade humana seja principalmente decorrente do
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consumo de dieta rica em gorduras combinada com baixo gasto energético (104), hd poucos
estudos experimentais investigando a atividade de bexiga em modelo de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica. Trabalho pioneiro mostrou que ratos Sprague-Dawley alimentados
com dieta hiperlipidica durante 24 semanas tiveram elevacdo do ganho ponderal, aumento
da freqiiéncia de miccdo e de contragcdes involuntdrias, sugerindo o desenvolvimento de
detrusor hiperativo (105). Mais recentemente, nosso grupo avaliou a resposta urodinadmica e
reatividade da musculatura lisa detrusora em modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica por 10-12 semanas em murinos (39, 106). Basicamente, mostramos que o0s
animais exibem aumento do peso corporal e da gordura epididimal, assim como
hiperglicemia e resisténcia a insulina. Os camundongos obesos apresentam detrusor
hiperativo como resultado do aumento do influxo de Ca”* extracelular através de canais de
Ca® do tipo L, relacionado ao aumento da expressdo de PKC no detrusor. O tratamento
com o agente anti-hiperglicémico, metformina, restaurou a sensibilidade a insulina nos
camundongos obesos, além de concomitantemente normalizar os niveis protéicos de PKC e
a disfunc¢do vesical nestes animais. Estes resultados indicaram que a resisténcia a insulina é
critica para a progressao da hiperatividade vesical resultante de obesidade associada a dieta
rica em gorduras (39). Mostramos ainda que a resposta relaxante do detrusor a insulina é
reduzida em camundongos obesos devido a resisténcia a insulina a qual foi associada a
marcadores da resposta a proteinas maldobradas (UPR) no urotélio vesical (106).

Trabalhos envolvendo estresse oxidativo no TUI se limitam a estudar a bexiga,
independente do modelo animal ou da causa da disfun¢do vesical, e quase sempre
relacionados as doencgas ligadas a obesidade (107-109). Em ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina, estudo prévio mostrou aumento de ROS em bexiga e diminuicdo da

atividade da catalase (107). Outros grupos trabalharam com modelos de
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isquemia/reperfusdo em bexiga urindria, e também relataram aumento de ROS e/ou perda
da capacidade antioxidante (109, 110). Os mecanismos envolvidos nas mudancas
funcionais da bexiga pela isquemia ainda sdo desonhecidos, mas estudos epidemioldgicos
sugerem que doencas arteriais obstrutivas, como a aterosclerose, eventualmente progridem

para LUTS (111, 112).
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A despeito dos estudos epidemioldgicos apontarem para uma correlacao positiva
entre sindrome metabdlica/obesidade e LUTS, os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos permanecem pouco compreendidos, o que é evidenciado pela escassez de
estudos experimentais abordando o impacto da sindrome metabdlica/obesidade sobre a
funcdo do trato urindrio inferior. Nas dltimas décadas, o NO ganhou espaco como um
importante neurotransmissor no ambito das disfuncdes do TUL O NO possui um papel
inibitério no TUI, seja por sua acdo direta como neurotransmissor, seja pela acdo
inibitéria na neurotransmissao eferente (113). O estudo da ativacdo do seu principal alvo
biolégico, a GCs, ¢ um caminho interessante para a compreensio da via NO-GCs-GMPc
no TUI em condi¢des normais a patoldgicas. Os ativadores da GCs , como o BAY 60-
2770, surgiram como boas ferramentas para a pesquisa, tendo em vista que ativam essa
enzima preferencialmente no seu estado oxidativo, se mostrando uma classe de fairmaco
promissora na terapéutica do LUTS (114-116). O estresse oxidativo parece exercer um
papel central na fisiopatologia da obesidade e suas comorbidades, que resulta em
oxidagdo de componentes celulares e afeta vias de sinalizacdo (87). Portanto, utilizar
uma droga que ativa a GCs independente do seu estado oxidativo, resultando em
relaxamento da musculatura lisa, diminui¢do da atividade neuronal e aumento da
perfusdo tecidual é, teoricamente, um caminho para se seguir na resolucdo da bexiga
hiperativa (113, 114, 117). Dessa forma, pesquisas que procurem entender as desordens
do trato urogenital e suas relagdes com a obesidade podem repercutir positivamente nao
somente para o esclarecimento da fisiopatologia destas mesmas, como também para a
melhora da terap€utica e para a prevencao da doenca.
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OBJETIVO

Objetivo Geral

No presente estudo buscamos investigar a disfuncdo da via de sinalizag¢do
NO/GCs/GMPc no baixo trato urindrio de camundongos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica, e se o tratamento cronico com o ativador da GCs, BAY 60-2770, é capaz

de reverter essa disfunc¢do, melhorando a atividade da GCs e a producdo de GMPc.

Objetivos especificos

v Investigar as alteragdes cistométricas em camundongos controle e obesos;

v Investigar as respostas relaxantes e contriteis em bexiga e uretra de
camundongos controle e obesos;

v Identificar alteragdes nos niveis de GMPc em bexiga e uretra de
camundongos controle e obesos;

v Determinar a expressdo protéica da GCs em bexiga e uretra de
camundongos controle e obesos;

v Determinar a producdo de ROS em bexiga e uretra de camundongos
controle e obesos;

v Avaliar como a bexiga e uretra respondem ao tratamento croénico com

BAY 60-2770, por meio das medidas funcionais e moleculares descritas acima.

54



2. MATERIAL E METODOS
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2.1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos machos com 4 semanas de idade, da linhagem
C57BL6. A obesidade foi induzida através da substituicdo da dieta padrao por dieta
AIN-93G, modificada para hiperlipidica, a qual consiste em 35% do peso de lipideos
(Tabela 2), durante 12 semanas (118). Os grupos controles receberam dieta comercial
padrdao para roedores de acordo com o AIN-93G, da marca PRAGSOLUCOES (Jau,
Brasil). As dietas e a 4gua foram oferecidas ad libtum. Os animais foram mantidos em
estantes apropriadas, com temperatura controlada em torno de 22 °C £ 1 °C, além da
regulacao de fotoperiodo em 12 horas claro/escuro. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEUA-

IB/UNICAMP), protocolo n® 2582-1.
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Tabela 2. Composi¢ao da dieta experimental.

Ingredientes AIN-93 AIN-93 modificada
g/100 2/100g
Amido de milho 39,8 11,8
Caseina 20,0 20,0
Dextrina 13,2 13,2
Sacarose 10 10
Oleo de soja 7,0 4
Banha de porco 0 31
Celulose microfina (fibra) 5,0 5,0
Mix de minerais 3,5 3,5
Mix de Vitaminas 1 1
L-cistina 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25
TOTAL 100,0 100,0

Fonte: American Institution of Nutrition-93 G (118).

2.2. TRATAMENTO ORAL COM BAY 60-2770

Camundongos controle e obesos foram tratados com BAY 60-2770 por gavagem
(1 mg/kg/dia, diariamente da 10* a 12* semana) ou com veiculo (Transcutol®:

Cremophor®: dgua, 1:2:7, v/v/v) (116).

2.3. MEDIDA DO PERFIL LIPIDICO

As dosagens de colesterol total, LDL, triglicerideos e glicose foram realizadas

ao final da 12* semana de tratamento com dieta hiperlipidica através de kits comerciais
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(Katal Biotecnoldgica Industria e Comércio Ltda, Belo Horizonte, Brasil).

2.4. DETERMINACAO DE PARAMETROS FUNCIONAIS

2.4.1. Cistometria

Os camundongos foram anestesiados através de injecdo intraperitonial de uretana
(1.8 g/Kg). O animal foi posto em posicao de supino e uma cisdo longitudinal de 1 cm
foi realizada na regido abdominal. A bexiga foi exposta e um “butterfly” (25G),
conectado a um cateter (PE50), foi introduzido no dpice da bexiga. O catéter foi
conectado simultaneamente a um transdutor de pressdo € a uma bomba de infusdo.
Antes do inicio da cistometria, a bexiga foi completamente esvaziada. O cistometograma
foi conduzido através da infusdo continua de solucdo salina na bexiga a um fluxo de 0,6
ml/h. Os seguintes parametros urodinamicos foram avaliados:

(1) Freqiiéncia de miccao (FM) que € o nimero de contragdes de micg¢ao por
minuto;

(2) Freqiiéncia de contra¢oes involuntarias (CIs), calculada como nimero de
ClIs por minuto, sendo considerada como CI aquela contracdo com amplitude superior a
4 mmHg que ndo resulta em mic¢do;

(3) Capacidade (CP) da bexiga, calculada pelo tempo necessdrio para
desencadear a primeira mic¢do x 0,6 (mL) / 60 minutos;

(4) Pressao limiar (PL), que é a pressdo imediatamente anterior ao inicio da
contracdo de miccdo, e representa a variacdo de pressdo intravesical durante a fase de

enchimento;
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(5) Complacéncia (CM), que é a razao entre CP / PL;

(6) Pressao de pico (PP), pressdo mais alta antes que a bexiga libere a urina;

2.4.2. Preparacao do Misculo Liso da Uretra in vitro

Para o isolamento do musculo liso da uretra, os animais foram sacrificados em
camara de CO,. Em seguida, realizou-se uma incisdao na parede abdominal, e a bexiga
foi exposta e removida juntamente com a uretra, retirando-se a por¢do prostitica da
mesma, em forma de anel. Os anéis de uretra foram montados em camaras de incubacdo
de tecido com capacidade de 5 ml, preenchida com igual volume de solu¢dao de Krebs-
Henseleit, continuamente gaseificadas com O,:CO, (95:5 %), mantidas a temperatura de
36,5° C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos foram lavados com soluc@o nutritiva Krebs-
Henseleit a 37° C, com a seguinte composi¢do (mM): NaCl (118), KCl (4,8), CaCl,
(1,9), MgSO, (1,2), NaHCO; (25), KH,PO, (1,2) e glicose (10,1). O anel foi suspenso
sob uma tensdo de 2 mN entre duas bases, sendo uma delas conectada ao transdutor de
forca e a outra com a regulacdo da tensdo. As alteracOes de tensdo foram medidas
usando-se transdutores isométricos (AD Instruments, Austrélia) e registradas em sistema
PowerLab 8/30 de aquisi¢do de dados (Software versao 7.0, AD Instruments, Australia).
Foram construidas curvas concentragdo-resposta cumulativas aos seguintes agentes
relaxantes: nitrito de sodio acidificado (NaNO,, 0,001 — 300 uM), S-nitrosoglutationa
(SNOG, 0,001 - 100 pM), nitroglicerina (GTN, 0,001 - 100 uM), tadalafil (0.00001 - 10
uM), BAY 41-2272 (300 pM - 30 uM), BAY 60-2770 (0.0003 - 30 uM ) e 8Br-GMPc

(0.003 - 300 uM). Foram determinadas a poténcia (pECs,) € a resposta maxima (E

max)
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em todas as curvas concentragdo-resposta. As respostas de relaxamento foram
expressas como % em relacdo a contracdo decorrente da pré-contracdo com agonista
adrenérgico, fenilefrina (10 uM). Os graficos foram tracados e analisados através do
programa computacional “GraphPad PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA,

EUA). Os valores de poténcia e respostas mdximas foram calculados pela seguinte

equacdo (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA): E= Emax/[(1+(10%/ lOX)N + @],

onde E € elevagdo do tonus basal, E , € a mdxima resposta que o agonista pode

[1P%2)

produzir, “c” € o logaritimo da ECy),, que € a concentracdo do agonista que produz

50% da resposta mixima; “x” € o logaritmo da concentragdo do agonista, o expoente,

“N”, significa a inclina¢do da curva concentragdo-resposta € @ € a resposta observada

na auséncia do agonista. As andlises de regressdes nao lineares para determinar os
e

parametros Emax, log EC50 e o “n” foram feitas utilizando-se o programa

computacional GraphPad Prism, considerando o pardmetro ® como zero.

2.4.3. Preparacao do Misculo Liso Detrusor in vitro

Para o isolamento do detrusor, os animais foram sacrificados em camara de CO2.
Em seguida, realizou-se uma incisdo na parede abdominal, e a bexiga foi exposta e
removida através de uma sec¢do horizontal no nivel dos ureteres. O isolamento do
musculo detrusor foi obtido retirando-se a base da bexiga. Os tecidos foram montados
em camaras de incubacdo de tecido com capacidade de 10 ml, e preenchidas com a
solucdo Krebs-Henseleit (composicao descrita acima), continuamente gaseificadas com

0,:CO, (95:5 %), mantidas a temperatura de 36,5° C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos
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foram lavados com solucao nutritiva Krebs-Henseleit a 37° C. As tiras de detrusor foram
suspensas através de fio de algoddo, sendo que uma das pontas foi conectada a um
transdutor de forca. A tensdo aplicada aos tecidos (5 mN) foi periodicamente ajustada
até a estabilizacao (45 min), e a solucdo nutritiva trocada a cada 15 min durante este
periodo. As alteracdes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD
Instruments, Austrdlia) e registradas em sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados
(Software versio 7.0, AD  Instruments, Austrdlia). Foram realizadas curvas
concentracdo-resposta cumulativas de contragdo aos seguintes agentes contrateis:
carbacol (0,001 — 100 uM), cloreto de cdlcio (CaCl,, 0.001 - 30 mM) e cloreto de
potassio (KCl, 1 — 300 mM). As respostas contrateis dos agonistas foram apresentadas
como mN/mg de peso do tecido. O logaritmo das concentragdes molares dos agonistas
foi colocado em abscissa e a resposta contratii em mN/mg nas ordenada. Os gréaficos
foram tracados e analisados através do programa computacional “GraphPad PRISM”
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de poténcia e de resposta

maxima foram calculados como detalhado acima para a uretra.
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2.5. DETERMINACAO DE MEDIDAS BIOQUIMICAS E MOLECULARES

2.5.1. Determinacao dos niveis de GMPc

Para determinag@o dos niveis de GMPc em homogenatos de uretra e bexiga de
camundongos, os tecidos foram equilibrados durante 45 min em solu¢cdo de Krebs
continuamente oxigenada a 37° C. A bexiga foi imediatamente congelada em
nitrogénio liquido afim de se determinar o GMPc basal. As uretras foram
estimulados por 10 min com GTN (10 uM) ou BAY 60-2770 (BAY; 10 pM).
Algumas uretras foram incubadas com ODQ (10 uM) por 30 min antes da adig¢do de
BAY 60-2770. Em seguida, os tecidos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido, pulverizados, homogeneizados em d&cido tricloroacético (TCA,
5%) e centrifugados a 1500 g por 10 min a 4° C. O TCA foi extraido das amostras
através de trés lavagens com solu¢do de éter saturado com dgua. A preparacdo do
tracer, amostras, padrdes e incubacdo com anticorpo foram feitas conforme descrito
no kit disponivel comercialmente (Cayman Chemical Cyclic GMP EIA kit, Ann

Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata.

2.5.2. Western Blotting de Bexiga Urinaria e Uretra

Para a deteccio das subunidades al e Bl da GCs, foi feito separacdo das
proteinas das amostras bioldgicas de homogenatos de detrusor e uretra por eletroforese
em gel de poliacrilamida 8% + lauril sulfato de sdédio 0,1% (SDS-PAGE).

Posteriormente, as bandas protéicas foram transferidas eletroforeticamente em sistema
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submerso para membrana de nitrocelulose. Os sitios inespecificos foram bloqueados
com caseina (solu¢dao a 0,2% em tampao Tris-Salina - TBS, pH 7,4) durante 1 h. A
seguir, as membranas foram incubadas de 15 a 18 horas a 4° C com anticorpos
primarios especificos para as diferentes subunidades. Os anticorpos primdrios utilizados
foram Anti-GCs subunidade o, (1:1000, ab50358, Abcam, Cambridge, UK) e Anti-GCs
subunidade ; (1:1000, NBP1-58869, Novus Biologicals, Oakville, ON, CA).

A deteccdo foi realizada utilizando-se Anticorpos secundarios HRP- conjugados e
solucdo de luminol. O peso molecular das bandas foi calculado a partir das mobilidades
relativas de proteinas marcadoras de peso molecular (faixa: 29 a 205 kDa). A
intensidade das bandas, como uma medida da expressdo da proteina, foi determinada
por andlise densitométrica mediante ao uso do Scion Image Software (Scion Corporation,

Frederick, MD).

2.5.3. Medida de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A uretra e bexiga foram removidas e colocados em meio para congelamento
(TCA), em seguida foram congeladas em nitrogénio liquido. Os tecidos foram cortados
(12 uM) em criostato e colocados em laminas com silanina. As ldminas com os cortes
ficaram em placa quente (37° C) por 20 min. Os cortes foram circulados com caneta
hidrofébica e incubados com tampao fosfato por 10 min a 37° C em camara umida. O
tampdo fosfato foi retirado, e os cortes foram incubados com hidroetidina (Sigma, St
Louis, LO, EUA), 10 uM, diluida em tampao fosfato por 30 minutos a 37° C em camara
umida. Os cortes foram observados em microscopio de fluorescéncia (Eclipse 801, Nikon,

Japan) e camera (DS-U3, Nikon, Japao) com filtro para rodamina, usando-se objetiva de

64



20x. A quantificacdo foi feita pelo Image J Software (National Institute of Health,

Bethesda-MD, EUA).

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + erro padrao das médias (E.P.M) de
um numero experimental (n). Para comparacdes multiplas entre 3 grupos ou mais, foi
usado o teste de andlise de variancia (ANOV A-uma via), seguido pelo teste de Tukey. O
programa Instat (GraphPad Software) foi usado para estas andlises. Para a comparagdo
entre dois grupos, usou-se o teste “t” de STUDENT nado pareado. P<0,05 foi aceito

como significante.
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3.1. PRIMEIRA PARTE

3.1.1. Caracteristicas Gerais

Ap6s 12 semanas de dieta hiperlipidica os camundongos obesos apresentaram
aumentos significativos (P <0,05) do peso corporal e da gordura epididimal, assim como
dos niveis de glicose em relagdo ao grupo controle. Os niveis de colesterol total e de LDL
também se mostraram aumentados enquanto o nivel de triglicerideos permaneceu

inalterado entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de peso corporal, peso da gordura epididimal, glicose e perfil
lipidico (triglicerideos, colesterol total, LDL) de camundongos controle e obesos. Os

resultados sdo expressos como media + EPM para 5-8 animais. “P <0,05.

Controle Obeso
Peso corporal (g) 27,9+0,9 442 +0,7*
Peso da gordura epididimal (g) 0,21 £0,04 1,96 £ 0,11%*
Glicose (mg/dL) 1350+ 11,5 208,8 £ 12,8 *
Triglicerideos (mg/dL) 123,98 +5,9 120,98 +5,2
Colesterol total (mg/dL) 140,08 £ 2,8 2979 £11,9*
LDL (mg/dL) 54,43 + 1,7 176,41 £ 11,3*

69



3.1.2. Parametros Funcionais

3.1.2.1. Parametros Cistométricos

O padrio de micgdo do grupo controle apresentou-se regular e com um
esvaziamento efetivo da bexiga (Figura 4A). A mic¢do do grupo obeso foi irregular
(Figura 4), caracterizado por um aumento significativo (P<0,05) na frequéncia de mic¢do
e no numero de contragdes involuntérias (Figura 5, A e B). A capacidade, pressado limiar,

complacéncia e pressdo de pico ndo apresentaram diferencas entre os dois grupos (Figura

5, C-F).

Controle "

- L_ J '\\
v ¥
\

5 ¥
Obeso | l
LoV
(I
Y |
Uy |
I|| I ].I ‘”.J |
m...,wr l MJ\ \ J.‘.f
MMWAMW ‘ \-L.,_
(@)
T
E L
£
Lo
5 min

Figura 4. Tracos cistométricos representativos dos grupos controle (A) e obeso

(B).

As setas pretas indicam os picos de mic¢do.
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Figura 5. Parametros cistométricos obtidos de camundongos controle e obesos.
Frequéncia de contragdes miccionais (A), Contracdes involuntarias (B), Capacidade (C),
Pressdo limiar (D), Complacéncia (E) e Pressdao de pico (F). Dados sdo apresentados

como media + EPM. P <0,05 em comparacdo com grupo Controle.

3.1.2.2. Reatividade do Miusculo Liso Detrusor in vitro

As respostas contrateis ao agonista muscarinico carbacol (0,001 - 100 uM), CaCl,
(0,001 - 100 mM) e KCI (1 - 300 mM) foram maiores (P<0,05) em detrusor de
camundongos obesos quando comparado com o grupo Controle (Fig. 6, A, B e C,

respectivamente).
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Figura 6. Curvas concentracdo resposta ao carbacol (A), cloreto de cdlcio (CaCly,
B) e cloreto de potéssio (KCI; C) em bexiga de camundongo controle e obeso.

Dados sao apresentados como media £+ EPM (mN/mg) (n=5 - 8).* P<0,05.

3.1.2.3. Reatividade do Miisculo Liso da Uretra in vitro

Nestes protocolos experimentais buscamos investigar o efeito da obesidade
sobre o relaxamento da uretra. Esse relaxamento foi obtido apds pré-contracio com
felinefrina (10 uM). Nao foram observadas diferencas para o tdonus induzido pela
felinefrina entre os grupos controle e obeso (2,0 £ 0,27 mN e 2,10 + 0,36 mN,
respectivamente, n=15).

O relaxamento uretral foi induzido pelos seguintes agentes: nitrito de sédio
acidificado (NaNO,, 0,001 — 300 uM), S-nitrosoglutationa (SNOG, 0,001 - 100 uM) e

nitroglicerina (GTN, 0,001 - 100 uM) (figura 7 A, B e C). O grupo obeso apresentou um
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relaxamento uretral menor (En.x) quando comparado ao grupo controle para NaNO?2,

SNOG e GTN (Tabela 4, Figura 7). Os valores de poténcia (pECsg) ndo diferenciam entre

ambos os grupos. Apds a pré incubacdo com ODQ, o relaxamento foi inibido em ambos

0S grupos, nao se notando diferengas estatisticas entre os mesmos, em termos de E.x €

pECso (Tabela 4, Figura 7).

Tabela 4. Valores de Resposta médxima (E,x) e poténcia (pECsp) das curvas

concentracdo-resposta de relaxamento ao NaNO2, SNOG e GTN em musculatura lisa

uretral. Foram utilizados camundongos controle e obesos incubados ou ndo previamente

com ODQ (10uM).
NaNO, SNOG GTN

GruPO Emax (%) pECSO Emax (%) pECSO Emax (%) pECSO
Controle 512+19 6,58 +£0,07 66,3+73 6,58 £0,10 43,7+£33 6,78 +£0,07
Obeso 36,5+0,8™ 6,42+0,04 36,3+42™  6,31+0,11 293+14" 6,70 0,05
Controle 182+52" 6,65+022  281+08" 626+010 237+29" 7,16+0,19
+ 0ODQ
Obeso + 203 +74" 6,77 £ 0,35 274+£22 6,73 £ 0,14 26,6+23 7,17 +0,09*
0oDQ

Os dados sdo apresentados como média + EPM (n= 4 — 6). *P < 0,05, **P < 0,01

quando comparado com respectivo grupo controle ndo tratado; e #P < 0,05 quando

comparado com o grupo obeso.
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Figura 7. Curvas concentragdo-resposta ao nitrito de sédio acidificado (NaNO,,
A), S-nitrosoglutationa (SNOG, B) e gliceril trinitrato (GTN, C) em uretra de
camundongos controle e obesos, com e sem pré-incubagcdao com ODQ (10 uM).

Dados sdo apresentados como + SEM (n=4 - 6). *P <0,05 e ** P<0,01.

A curva concentragdo-resposta de relaxamento ao estimulador da GCs, BAY 41-
2272 (0,0001 - 30 uM), foi semelhante a dos doadores de NO. Ou seja, a resposta
maxima de relaxamento uretral ao BAY 41-2772 foi significativamente menor no grupo
obeso em relacdo ao controle. Apds pré-incubagcao com ODQ (10 uM), houve inibi¢do do
relaxamento em ambos os grupos (Tabela 5, Figura 8A). Nao notamos alteracdes de
poténcia em nenhum grupo avaliado para o BAY 41-2272.

A resposta ao BAY 60-2770 seguiu um padrio diferente de relaxamento. O grupo
controle apresentou uma E,,x menor quando comparado ao grupo obeso. A pré-incubacao
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com ODQ (10 pM) aumentou a Ep,, de modo semelhante ao grupo obeso (Tabela 5,
Figura 8B). Notamos ainda aumento significativo da poténcia no grupo obeso (ndo

tratado) em relacdo ao controle.

Nas curvas ao tadalafil e 8Br-GMPc ndo foram observadas diferengas entre os

grupos controle e obeso para os pardmetros de Enax € pECso (Figura 9, A e B).

Tabela 5. Valores de Resposta médxima (E,x) e poténcia (pECsp) das curvas
concentracdo-resposta de relaxamento ao BAY 41-2272 e BAY 60-2770 em musculatura

lisa uretral de camundongos controles e obesos, na auséncia e na presenca de ODQ (10

uM).
BAY 41-2272 BAY 60-2770
Grupo Emax (%) PECso Emax (%) pECso
Controle 759+23  6,65+0,05 41,9 +27 7,19 0,08
Obeso 60,9+05  646+0,06  634+40 7,75 0,07
Controle + ODQ  54,4+39"  6,91+0,07 59,7 +0,4" 7,33 £0,04
Obeso + ODQ 42,0+35" 6,49 0,08 72,7+59 7,24 +0,08

Os dados sdo apresentados como média + EPM (n= 4 — 8). *P < 0,05, **P < 0,01
quando comparado com respectivo grupo controle ndo tratado; #P < 0,05 quando

comparado com o grupo obeso.
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Figura 8. Relaxamento uretral por estimulacdo (A; BAY 41-2272) ou ativacio
(B; BAY 60-2770) da guanilato ciclase solivel em uretra de camundongo controle e
obeso, com e sem pré-incubagdo com ODQ (10 uM).
Dados sao apresentados como media £+ EPM (%) (n=4-8). *P<0,05 em comparagcdo com

grupo controle.
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Figura 9. Curvas concentracio resposta ao tadalafil (A) e 8-BR-GMPc (B) em

uretra de camundongos controle e obesos.

Dados sdo apresentados como media + EPM (%) (n=5-8).

3.1.3. Determinacao de medidas bioquimicas e moleculares

3.1.3.1. Niveis de GMPc

Apoés a estimulacio com GTN (10 pM), os niveis de GMPc foram
significativamente menores em uretras do grupo obeso quando comparado com o grupo
controle (0,69 + 0,09 e 1,67 + 0,13 pmol/pg de proteina de tecido, respectivamente, P
<0,05, n=3).

A incubagdo com BAY 60-2770 (10 pM) gerou um aumento de 82% (p<0,01) dos
niveis de GMPc no grupo obeso quando comparado com o respectivo grupo controle
(Figura 10, n=3). A incubagdo prévia com ODQ nio modificou a producdo de GMPc em
resposta ao BAY 60-2770 no grupo obeso, mas elevou significativamente os niveis deste

nucleotideo ciclico no grupo controle (Figura 10).
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Como demonstrado na figura 11, o nivel de GMPc foi significativamente menor

(p<0,05) em bexiga de camudongos obesos quando comparado com o grupo controle.
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"
) |i|
0- D - L
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GMPc
(pmol/pg de proteina)

Figura 10. Niveis de GMPc em uretra de camundongos controle e obesos.
Os tecidos foram incubados com BAY 60-2770 com ou sem a presenga de ODQ (10
uM). Dados apresentados como média + EPM. "P <0,05 quando comparado com

respectivo controle e 7P<0,05 quando comparado com controle sem ODQ.
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Figura 11. Niveis de GMPc em bexiga de camundongos controle e obesos.

Dados apresentados como média + EPM (n=4 - 5). "P <0,05 em relagio ao controle.
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3.1.3.2. Western Blotting para GCs (Subunidades a; e f1)

Assim como demonstrado na figura 12 A, a expressdo protéica da subunidade B1
da GCs foi 37% menor em tecido uretral de animais obesos quando comparado com o
grupo controle (P<0,05, n="7-10).

Na bexiga de obesos, a expressdo protéica das subunidades al e Bl tiveram uma

diminui¢do de 41% e 43%, respectivamente (P<0,05, n=4-5, figuras 12, B e C).

79



A

IB/SGC 1

1.5+
1 Controle

.E - Bl Obeso
‘g 1.04
\8 *
@ 0.5
O
&)

0.0-

BGCs a1 | gy ..,.I 1B /GCs B1
IB/GAPDH | qume -I IB/GAPDH

_.
o
?
-
<

_.
kil

o
bl

_o _.
UII o
GCs B1/GAPDH

GCs al/GAPDH
*

o
o
T
o
<

Figura 12. Imagens representativas de western blotting da expressao protéica das
subunidades B1 em uretra (A) e subunidades al e B1 em bexiga (B e C) de camundongos
controle e obesos.

Dados apresentados como média + EPM (n=4 - 10). P <0,05.
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3.1.3.3. Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio em uretra foram marcadas por hidroetidina e
analisadas em microscépio de fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia foi 118%
maior (P<0,05) no tecido uretral do grupo obeso quando comparado com o grupo
controle (Figura 13A). Na bexiga, a producdo de espécies reativas no tecido de
camundongos obesos foi 78% maior (P<0,05) comparado com grupo controle (U.A. 2,5

+0,2e4,7+0,1, respectivamente; Figura 13 B).
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Figura 13. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) medidas por
fluorescéncia pela marcacdo com hidroetidina de uretra (A e B) e bexiga (C e D) de
camundongos controle e obeso.

Dados apresentados como média # EPM (n=5). "P <0,05.
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3.2. SEGUNDA PARTE
Investigacdo do potencial terapéutico do BAY 60-2770 na disfun¢do miccional do

camundongo obeso

3.2.1. Caracteristicas Gerais

O tratamento oral com BAY 60-2770 nao exerceu efeito significativo sobre o
peso corporal, peso da gordura epididimal e niveis glicémicos em animais controles o
obesos (Tabela 6). Foi observada uma diminui¢do dos valores do perfil lipidico
(triglicérides e colesterol total) nos animais tratados com BAY 60-2770. Entretanto, o
tratamento produziu reducdo similar nos grupos controle e obeso, tanto no nivel de
triglicerideos (38% e 57% respectivamente, P<0,05) como no de colesterol total (34% e
35% respectivamente, P<0,05). O BAY 60-2770 reduziu em 42% os niveis séricos de

LDL no obeso, sem mostrar efeito significativo no grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores de peso corporal, peso da gordura epididimal, niveis de glicose

e perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total e LDL) de camundongos controle e

obesos, tratados ou ndo com BAY 60-2770 (1 mg/Kg/dia, 2 meses).

Controle Controle + Obeso Obeso +

BAY 60-2770 BAY 60-2770
Peso corporal (g) 279+09 28.15+1.0 44,2 £ 0,7* 44.3 + 0.9%*
Peso da gordura 0,21 +£0,04 0.22 +0.02 1,96 +0,11* 1.90+0.11*
epididimal (g)
Glicose (mg/dL) 135,0+ 11,5 152.8+3.7 208,8 £ 12,8 * 2258 +13.3%
Triglicerideos 123,98 £5,9 76.55 +4.9* 120,98 +5,2 52.41 £3.1F
(mg/dL)
Colesterol total 140,08 £2,8 929 +5.1* 2979 +11,9* 192.76 £ 16.5F
(mg/dL)
LDL (mg/dL) 54,43 +1,7 54.30 +£ 8.9 176,41 £11,3* 102.65+ 16.9F

Os resultados sdo expressos como media + EPM para 5-8 animais. *P <0,05

quando comparado com respectivo grupo controle e T P <0.05 quando comparado com

grupo obeso + veiculo.

3.2.2. Parametros Funcionais

3.2.2.1. Pardametros Cistométricos

O tratamento com BAY 60-2770 normalizou a mic¢do no camundongo obeso,

sem afetar os parametros no grupo controle (Figuras 14 e 15 A, B).
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Figura 14. Tracados cistométricos representativos dos grupos controle + veiculo

(A), obeso + veiculo (B) e obeso + BAY 60-2770 (C).

As setas pretas indicam os picos de micg¢ao.
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Figura 15. Pardmentros cistométricos obtidos de camundongos controle e obesos,
tratados ou ndo com BAY 60-2770 (1 mg/Kg/dia).
Frequéncia de contragdes miccionais (A), Contragdes involuntérias (B), Capacidade (C),
Press@o limiar (D), Complacéncia (E) e Pressdo de pico (F). Dados sdo apresentados
como media # EPM (n=5). “P <0,05 em compara¢iio com grupo controle + veiculo. T P

<0,05 em comparagdo com grupo obeso + veiculo.

3.2.2.2. Reatividade do Musculo Liso Detrusor in vitro

O carbacol, CaCl, e KCl produziram respostas contrateis dependentes da
concentracdo as quais foram significativamente maiores no grupo obeso em relacido ao

controle (Figura 16). O tratamento cronico com BAY 60-2770 normalizou a
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hipercontratilidade observada com os trés agentes no grupo obeso (P<0,05). Por outro
lado, as respostas contriteis ao carbacol, CaCl, e KCl em detrusor do grupo controle ndo

foram afetadas pelo tratamento com BAY 60-2770 (Figura 16).
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Figura 16. Curvas concentracdo-resposta ao carbacol (A), cloreto de célcio
(CaCly,; B) e cloreto de potdssio (KCl; C) em bexiga de camundongo controle e obeso,
tratados ou ndo com BAY 60-2770 (1 mg/kg/dia).

Dados sao apresentados como media + EPM (mN/mg; n=5 - 8). *P<0,05 em relacio aos

demais grupos.

3.2.2.3. Reatividade do Miusculo Liso da Uretra in vitro

O nitrito de s6dio acidificado (0,001 - 300 uM) produziu relaxamento dependente
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da concentracdo em uretra de camundongos controle e obesos, sendo que o relaxamento
uretral foi significativamente menor em camundongos obesos em relacdo aos controles
(Figura 17). A reducdo da resposta maxima pelo nitrito de sédio acidificado em uretra de
obeso foi revertida pelo tratamento com BAY 60-2770 (Figura 17). Nao foi observada

diferenca entre o controle e controle tratado com BAY 60-2770 (n=5-6, Figura 17).
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Figura 17. Curvas concentracdo resposta ao nitrito de sédio acidificado em uretra
de camundongos controle e obesos, tratados ou ndo cronicamente com BAY 60-2770 (1
mg/kg/dia).

Dados sdo apresentados como media + EPM (n= 6). *P<0,05.
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3.2.3. Determinaciao de medidas bioquimicas e moleculares

3.2.3.1. Niveis de GMPc e bexiga

Os niveis basais de GMPc em bexiga de animais obesos mostraram-se
significativamente menores em relacdo ao grupo controle. O tratamento com o BAY 60-
2770 provocou um aumento de 10 vezes nos niveis de GMPc em bexigas de

camundongos obesos, sem afetar os niveis deste nucleotideo ciclico no grupo controle

(Figura 18).
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Figura 18. Niveis de GMPc apds o tratamento cronico com BAY 60-2770 (1
mg/kg/dia) em bexiga de camundongos controle e obesos.
Dados apresentados como média + EPM (n= 4 - 5). *P <0,05 em comparacio com grupo

controle + veiculo. TP <0.01 em compara¢do com grupo obeso + veiculo.
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3.2.3.2. Western Blotting para GCs (Subunidades a; e f;)

O tratamento oral com BAY 60-2770 por duas semanas restaurou o nivel protéico
da subunidade B1 em uretra (Figura 19 A) e de ambas as subunidades (a1 e f1) na bexiga

(Figura 19, B e C).
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Figura 19. Imagens representativas de western blotting da expressao protéica das
subunidades B1 em uretra (A) e subunidades al e f1 em bexiga (B e C) de camundongos
controle e obesos apds o tratamento cronico com BAY 60-2770 (1 mg/kg/dia).

Dados apresentados como média + EPM (n=5 - 10). P <0,05 em relagdo aos demais

grupos.
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3.2.3.3. Espécies Reativas de Oxigénio

Os niveis de anion super6xido mostraram-se significativamente maiores em uretra
(Figura 20 A) e bexiga (Figura 20 B) de camundongos obesos em relacdo ao grupo
controle. O tratamento com BAY 60-2770 restaurou a produgdo exacerbada de ROS na
uretra de camundongo obeso (figura 20, A e B), mas ndo afetou significativamente a

producdo aumentada de espécies reativas na bexiga dos grupos controle e obeso (Fig 20,

CeD).
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Figura 20. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) medidas por

fluorescéncia pela marcacdo com hidroetidina em uretra (A e B) e bexiga (C e D) de
camundongos controle e obesos tratados ou ndo com BAY 60-2770 (1 mg/kg/dia). Dados
sao apresentados como média + EPM de Unidade Arbitraria *p<0,05 quando comparado

com o respectivo grupo controle
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A obesidade € um problema importante de satde publica que eleva os riscos de
complicacdes uroldgicas como bexiga hiperativa e incontinéncia urindria (3, 94, 119,
120). Alteragdes no perfil urodinamico e na reatividade da bexiga tem sido confirmados
em diferentes modelos animais de obesidade (39, 99, 100, 105). No presente estudo
mostramos, de modo geral, que o animal obeso apresenta aumento na frequéncia de
miccdo e nas contragdes involuntdrias (estudo cistométrico), assim como
hipercontratilidade in vitro do detrusor em resposta ao agonista muscarinico, carbacol, e
aos agentes independentes de receptores, KCl e CaCl,. Encontramos também evidéncias
de disfuncao uretral nos animais obesos, pois notamos reducio do relaxamento uretral em
resposta a ativacao da via NO-GCs. Constatamos ainda no detrusor e uretra dos obesos
uma menor expressao das subunidades de GCs (al e/ou B1), menor produ¢do de GMPc e
aumento da produgio de ROS.

Estudo prévio do grupo, usando modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica durante 10 semanas, mostrou elevacdo do peso corporal e da gordura
epididimal assim como resisténcia a insulina, indicando que o presente modelo reproduz,
ao menos parcialmente, as alteracdes observadas em humanos com sindrome metabdlica
/ obesidade (39). Este estudo prévio mostrou ainda que os camundongos obesos
apresentam bexiga hiperativa e hipercontratilidade in vitro do detrusor devida a aumento
do influxo extracelular de célcio por meio de canais de Ca®* do tipo L associado a
aumento da expressdo de PKC no tecido vesical (39). Para o presente estudo, decidimos
incluir a uretra em nossos protocolos experimentais, pois como referido anteriormente,
este tecido encontra-se largamente negligenciado na literatura quanto as alteracdes de
reatividade em diferentes condi¢des fisiopatoldgicas. A fungdo principal da uretra € a de

manter a continéncia urindria por meio da contracdo na fase de armazenamento e de
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relaxamento na fase de eliminagdo (7). Dessa forma, vdrias causas de bexiga hiperativa
podem ser, em principio, devido a problemas uretrais que secundariamente repercutem
no detrusor, nao deixando de mencionar que nenhum estudo experimental avaliou até o
momento as eventuais disfuncdes uretrais em modelo de bexiga hiperativa induzida por
obesidade.

Doadores de NO, agonistas da GCs e inibidores da PDES tém sido bastante
empregados para se avaliar as alteragdes da musculatura lisa vascular e ndo vascular
frente a diferentes condi¢des fisiopatoldgicas. Em nosso estudo, empregamos,
inicialmente, doadores de NO (NaNO, acidificado, SNOG e GTN) para se explorar as
alteracoes de reatividade uretral nos animais controles e obesos. Os efeitos bioldgicos dos
nitratos (GTN) e nitrosotidis (SNOG) sdo atribuidos a formacdo de NO por vias
enzimaticas ou ndo-enzimdticas. A acidificagdo do NaNO, faz com que ocorra a
formacao de acido nitroso, este se decompoe espontaneamente em NO e outros 6xidos de
nitrogénio (121, 122). Posteriormente, para se avaliar a via downstream ao GMPc,
empregamos o tadalafil (inibidor da PDES) e o 8-bromo-GMPc (andlogo estivel e
permeavel do GMPc). No grupo controle, mostramos que o NaNO, acidificado, SNOG e
GTN produziram relaxamento uretral de forma concentragdo—dependente, sendo o
mesmo marcantemente reduzido apds a oxida¢do do grupamento heme da GCs (Fe’)
pelo ODQ, confirmando a participagdo do GMPc no relaxamento uretral. Por outro lado,
os animais obesos apresentaram relaxamento uretral significativamente menor e
semelhante aos tecidos controles incubados com ODQ, apontando a deficiéncia na
producdo de GMPc como provéavel causa da disfuncdo uretral no estado obeso. De fato, o
GTN elevou acentuadamente os niveis de GMPc no tecido uretral dos controles, mas ndo

dos obesos. E improvével que a deficiéncia dessa via NO-GCs na uretra de obesos seja
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downstream ao GMPc, ja que os relaxamentos induzidos por tadalafil e 8-Br-GMPc ndo
foram diferentes entre os grupos controle e obeso. Observamos, ainda, uma menor
expressao da subunidade B1 da GCs e aumento na produ¢ao de ROS no tecido uretral dos
obesos. Portanto, hipotetizamos que a disfun¢do uretral no obeso reside na enzima GCs.
Em relacdo a musculatura lisa detrusora, confirmamos, no presente estudo, o quadro de
bexiga hiperativa (estudo cistométrico) bem como a hipercontratilidade in vitro do
detrusor frente ao carbacol, KCl e CaCl, nos animais obesos (39). Complementando este
trabalho inicial, mostramos agora no detrusor dos obesos uma redu¢do das subunidades
al e Bl da GCs e menor producdo basal de GMPc, assim como aumento significativo de
ROS.

Os estimuladores e ativadores da GCs foram desenvolvidos na dltima década (54,
117). Fazem parte de um novo grupo de moléculas capazes de aumentar a atividade da
GCs e, consequentemente, de produzir niveis maiores de GMPc, ampliando assim as
respostas biolégicas mediadas por este segundo mensageiro. A efetividade desses
compostos depende do estado oxidativo da enzima. A semelhanca do ligante endégeno
NO, os estimuladores da GCs, como o BAY 41-2272, ativam a enzima somente quando a
mesma se encontra em seu estado reduzido (Fez+). Por outro lado, os ativadores, como o
BAY 60-2770 e BAY 58-2667, acabam por induzir a ativacio da enzima
preferencialmente quando a mesma estd em seu estado oxidado ou mesmo quando o
grupamento heme nao estd presente (117). O aumento na poténcia dos ativadores de GCs
também foi observado em aorta de ratos SHR e artérias do mesocélon de pacientes com
diabetes tipo 2 (114). Essa interacdo positiva entre ativadores da GCs e oxidac¢do da GCs
pelo ODQ também foi previamente reportada em célula endotelial suina (114) e corpo

cavernoso de rato (115). E por isso que os ativadores da GCs tém sido descritos como
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valiosas ferramentas para o tratamento de doengas cardiovasculares, pois é no estado
oxidado que supostamente se encontra essa enzima em condicdes patoldgicas (115).
Porém, até o momento, nunca havia se pensado no uso de ativadores de GCs para o
tratamento da disfuncao da musculatura lisa nao vascular, como a detrusora e uretral em
desordens como o LUTS.

Estudo prévio do grupo ji havia demonstrado que, em condig¢des fisioldgicas, o
BAY 41-2272 produz relaxamento de detrusor isolado de camundongos, ratos e coelhos
de maneira concentracdo-dependente. No tecido de coelho, a pré-incubagdo com ODQ
reduziu significativamente os relaxamentos induzidos pelo BAY 41-2272, assim como o0s
niveis de GMPc (56). No presente estudo em camundongos obesos, ndo avaliamos a
resposta do detrusor frente ao BAY 41-2272, pois o camundongos havia sido a espécie
animal que menos respondeu a este composto nessa preparacdo (56). Por isso, partimos
para o estudo da musculatura lisa uretral j4 que a literatura € escassa nesse tecido. O
BAY 41-2272 produziu relaxamentos uretrais dependentes da concentracdo no grupo
controle os quais foram significativamente inibidos pela incubacdo prévia com ODQ. No
animal obeso, os relaxamentos uretrais induzidos pelo BAY 41-2272 foram menores do
que o grupo controle, sendo os mesmos inalterados pelo ODQ. Estudo anteriores
reportaram essa mesma acao inibitdria do ODQ frente a estimulacdo por BAY 41-2770
em aorta (123, 124).

O ativador da GCs, BAY 60-2770, também promoveu relaxamentos uretrais
dependentes da concentracdo nos grupos controle e obeso. Entretanto, diferentemente do
estimulador, o BAY 60-2770 teve sua agdo relaxante potencializada na uretra controle
pré-incubada com ODQ e em uretras de animais obesos. Esse resultado foi consistente

com o0s niveis maiores de GMPc na uretra apds a incuba¢do do BAY 60-2770 na
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presenca do ODQ em animais controle. Esse nivel permaneceu elevado em uretra de
animais obesos, mesmo na auséncia do ODQ.

O tratamento cronico de ratos deficientes cronicos de NO com BAY 41-2272
reverte a hipertensdo arterial e as disfuncdes urodindmicas neste modelo animal (57).
Visto que a musculatura lisa detrusora e uretral do animal obeso estd também associada a
deficiéncia da via NO-GCs-GMPc, decidimos, na segunda parte deste trabalho, estudar o
efeito do tratamento prolongado com BAY 60-2770 nas alteragdes miccionais do animal
obeso. Como referido anteriormente, acredita-se que a degradacdo vascular da GCs em
condi¢des de sindrome metabdlica / obesidade seja devido a producdo excessiva de
espécies reativas (125), ndo deixando de mencionar que o BAY 60-2770 é capaz de
reativar a GCs oxidada (114).

O tratamento via oral com BAY 60-2770, por duas semanas, restaurou o perfil
cistométrico, normalizou a hipercontratilidade da bexiga e o relaxamento uretral dos
obesos, sem modificar as respostas funcionais no animal controle. Por sua provavel
capacidade de se ligar na GCs e promover a estabilizacdo dessa enzima (114, 125), o
BAY 60-2770 foi capaz de reverter a expressdo das sub-unidades al e/ou f1 da GCs no
detrusor e uretra. O efeito do BAY 60-2770 também favoreceu a formagdo de GMPc na
bexiga de animais obesos (ndo foi possivel medirmos os niveis de GMPc na uretra destes
animais por problemas técnicos surgidos na ocasido).

O estresse oxidativo cronico € fator central em doengas enddcrino-metabdlicas e
cardiovasculares, resultando em uma menor biodisponibilidade de NO e deficiéncia na
perfusdo sanguinea de tecidos (114, 126). O NO possui uma atividade inibitdria sobre os
nervos aferentes via GCs-PKG e musculatura lisa; portanto, a falta desse agente inibit6rio

pode contribuir para a hiperatividade da bexiga e disfuncdo uretral observada em
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camundongos obesos (127). O aumento do estresse oxidativo no trato urindrio inferior ja
foi observado em infeccbes do trato wurindrio, células tumorais de bexiga,
isquemia/reperfusdo vesical e bexigas de animais idosos (128-131). Nossos achados
mostram um aumento na produ¢do de ROS em bexiga e uretra de animais obesos. Como
também existe uma defici€ncia na via do NO nesses tecidos, podemos levantar a hipdtese
que os mesmos tém uma perfusdo sanguinea prejudicada e, portanto, uma maior
formacdo de ROS. Esse desequilibrio oxidativo pode oxidar a GCs, e por meio de S-
nitrosilagdo resultar em menor expressdo dessa proteina (132, 133). Essa menor
expressdo ja foi relatada em musculo liso vascular de ratos hipertensos (134, 135) e
coelhos hipercolesterolémicos, provavelmente devido a um estado cronico de estresse
oxidativo (136, 137). Em nosso estudo, obtivemos resultados divergentes quando
analisamos a produgdo de ROS. O tratamento prolongado com BAY 60-2770 foi capaz
de diminuir o estresse oxidativo na uretra, mas nao na bexiga. A densidade de nervos que
expressam INOS € maior no trigono e na uretra proximal, sendo a via do NO mais ativa
na uretra quando comparado com a bexiga (52). Outro estudo mostrou que a uretra €
mais sensivel a injuria isquémica que a bexiga (138). Portanto, se pensarmos que a
formacao de ROS esta associada ao grau de perfusdo sanguinea tecidual, € possivel
especular que o BAY 60-2770 seja mais eficiente em produzir vasodilatagdo do leito
vascular uretral, facilitando assim a remog¢ao das espécies reativas locais.

O modelo murino de obesidade induzida por dieta hiperlipidica por 10-12
semanas relatado neste trabalho estd associado com aumento de ganho ponderal e de
glicose de jejum, assim como de resisténcia a insulina (39). O tratamento dos animais
obesos com o0 agente anti-hiperglicemiante, metformina, restabelece tanto a resisténcia a

insulina quanto as disfun¢des miccionais (135). Nosso estudo mostrou que o tratamento
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prolongado com BAY 60-2770 ndo altera o ganho de peso ou o perfil glicémico dos
obesos, indicando que a melhora do perfil miccional ndo se deve a eventual reversdo da
resisténcia a insulina neste animal.

E interessante que o BAY 60-2770 diminuiu os valores do perfil lipidico
(colesterol total, triglicérides e/ou LDL) em controles e obesos. Entretanto, a reducio dos
niveis de colesterol total e de triglicérides proporcionada pelo BAY 60-2770 foi similar
em ambos os grupos. Visto que o BAY 60-2770 nao modifica os parametros funcionais
no grupo controle, € de supor que a melhora da disfun¢cdo miccional proporcionada por
este farmaco nos obesos ndo seja consequéncia da redugdo do perfil lipidico associado a
obesidade. Entretanto, como ja foi relatado anteriormente uma correlacio positiva entre o
aumento de GMPc plasmatico e melhora no perfil lipidico_(139), ndo podemos descartar
que o aumento dos niveis de GMPc tenha contribuido para melhora do fluxo sanguineo
local e restauracdo da funcao do trato urinério inferior.

Em resumo, nossos dados mostram que duas semanas de tratamento com BAY
60-2770 foi capaz de elevar os niveis de GMPc e de restaurar a expressdo das
subunidades o; e/ou B; da GCs na bexiga e uretra, resultando em uma melhora na
disfuncdo vesical. Na uretra observamos também um restabelecimento dos niveis de ROS
em animais obesos, que deve contribuir para a melhora da disfun¢do miccional. O
tratamento de LUTS permanece restrito a algumas classes de drogas como
antimuscarinicos e, mais recentemente, agonistas dos receptores adrenérgicos [
(mirabegron) (140, 141). O presente trabalho destaca a possibilidade de se utilizar

ativadores da GCs no tratamento de LUTS decorrentes da obesidade.
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5. SUMARIO E CONCLUSAO
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e Existe disfuncdo do trato urindrio inferior de camundongos obesos no qual a
deficiéncia da via NO-GMPc parece contribuir para esta desordem.

e A administagdo oral do ativador BAY 60-2770 normalizou a atividade do
detrusor e uretra.

e O ativador da GCs pode ser uma opg¢ao inovadora para o tratamento de disfungdes

do trato urindrio inferior secundaria a sindrome metabdlica / obesidade.
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