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RESUMO




No presente trabalho foi padronizado um novo método para a dosagem da atividade de
fosfodiesterase in vitro, por HPLC-MS/MS. Este novo método conseguiu apresentar
exatiddo, precisdo, sensibilidade e rapidez nas andlises; monitorando os nucleotideos

(AMP, GMP, AMPc e GMPc).

O desenvolvimento de novos farmacos derivados de um protétipo aponta para a obtengao
de moléculas com um melhor perfil farmacocinético ou uma melhor relagdo
estrutura-atividade. Atualmente o sildenafil € considerado o principal farmaco para o
tratamento de disfuncdo erétil. Neste trabalho, avaliaram-se novos compostos denominados

andlogos de sildenafil (carbonato de lodenafil, dimero uréia e dimero uretana).

Os andlogos foram analisados quanto a atividade em PDES e agregacdo plaquetdria
humana, in vitro. Foi determinada a estabilidade destes compostos, em meio 4cido e plasma
humano, in vitro, além de seus possiveis metabodlitos em microssomas e hepatdcitos de rato

in vitro, € 0s seus parametros farmacocinéticos via intravenosa e oral, em cao, in vivo.

Os resultados mostraram que os andlogos de sildenafil inibem a atividade de PDE e ndo
inibem a agregacdo plaquetdria do mesmo modo que o sildenafil in vitro, no entanto
potencializam a a¢do do doador de NO (SNP). Os anélogos de sildenafil foram estaveis em
meio 4cido e em plasma humano. No ensaio de metabolizacdo, os dimeros uréia e uretana
nio foram metabolizados, entretanto o carbonato de lodenafil foi metabolizado
principalmente em lodenafil, in vitro. O carbonato de lodenafil € rapidamente
biotransformado em lodenafil, apds administracdo v.i. e v.o. em c@o. Concluiu-se que este
trabalho apresenta um novo método de dosagem de PDEs e uma nova perspectiva
terapéutica para a disfuncao erétil, representada pelo carbonato de lodenafil, o qual inibe

concentracdo-dependente a atividade de PDES.

Palavras-chave: Fosfodiesterase, Nucleotideos ciclicos, GMPc, AMPc, Sildenafil,

Andlogos de sildenafil.

Resumo
Xix



ABSTRACT




In the present work a new method for the dosage of the activity of phosphodiesterase was
standardized in vitro, for HPLC-MS/MS. This new method obtained to present exactness,
precision, sensitivity, and rapidity in the analyses; monitoring the nucleotides (AMP, GMP,

cAMP and cGMP).

The development of new drug derived from an archetype points with respect to the
molecule attainment with one better pharmacokinetic profile or one better relation
structure-activity. Currently the sildenafil is considered the main drug for the treatment of
erectile dysfunction. In this work, we evaluate new analogous called composites of

sildenafil (carbonate of lodenafil, dimer urea and dimer uretana).

The analogous ones had been analyzed how much the activity in PDES and platelet
aggregation human being, in vitro. The stability of these composites was determined,
in human acid way and plasma, in vitro, beyond its possible metabolites in microsomes and
hepatocytes of rat in vitro, and its pharmacokinetic profile after intravenous and oral,

in dog, in vivo.

The results had shown that the analogous of sildenafil inhibit the activity of PDE and they
do not inhibit the platelet aggregation in a similar way that the sildenafil in vitro,
however potencializam the action of the giver of NO (SNP). The analogous ones of
sildenafil are presented steady in human acid way and plasma. In the metabolization assay,
metabolization of dimer urea and dimer uretana was not observed, however the lodenafil
carbonate was metabolizado mainly in lodenafil, in vitro. The lodenafil carbonate quickly is
biotransformation in lodenafil, after administration v.i. and v.o. in dog. We conclude that
this work presents a new method for analyze activity of PDEs and a new therapeutically
perspective for the erectile dysfunction, represented for lodenafil carbonate, which inhibits

concentration-dependent the activity of PDES.

Word-key: Phosfodiesterase, Cyclic Nucleotide, GMPc, AMPc, Sildenafil, Analogous of

sildenafil.
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1.1- Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDEs) foram, inicialmente, descritas pelo grupo de
Sutherland (Rall e Sutherland, 1958; Butcher e Sutherland, 1962), apresentando como
principais fung¢des na célula finalizar o sinal deflagrado pelos nucleotideos ciclicos,
AMPc e GMPc (Beavo et al.,, 1995), catalisando a reacdo de hidrélise da unido de
3*-fosfoester sobre 0 AMPc ou GMPc, transformando, estes segundos mensageiros em seus
metabolitos inativos 5" -nucleotideos (AMP ou GMP) (Texeira et al., 1997; Torphy, 1998).
Em vdrios tecidos, principalmente no musculo liso, os nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc
estdo diretamente envolvidos na diminuicdo da concentragdo do célcio intracelular,

causando o relaxamento das células musculares lisas.

A formacgdo do AMPc € estimulada pela ligagdo de varios neurotransmissores €
hormonios ao seu respectivo receptor acoplado a proteina G. Entre as diversas substancias
vasodilatadoras estimuladoras da atividade da adenilato ciclase (AC) e formacdo do AMPc
no tecido muscular liso vascular, como no corpo cavernoso, podemos relacionar: peptideo
vasoativo intestinal (VIP), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
prostaglandina E1 (PGE1) e adenosina (Torphy, 1998). Assim como o AMPc, o segundo
mensageiro GMPc modula a atividade de proteinas quinases especificas e, deste modo,
regula diversas fungdes intracelulares, resultando principalmente no relaxamento do

musculo liso vascular (Burnett, 1997).

O o6xido nitrico (NO) é um mediador, ndo adrenérgico e ndo colinérgico,
envolvido na fisiologia da musculatura lisa vascular periférica, cuja acdo ¢é mediada por
GMPc. Ap6s a produgdo e liberagdo, o NO liga-se a porcdo heme da guanilato ciclase
(GC). Esta, uma vez ativada, catalisa a formacdo de GMPc a partir da guanosina
5" -trifosfato (Corbin e Francis, 1999). O GMPc atua em proteinas quinases dependentes de
GMPc (PKG) que apds promoverem a fosforilacdo de proteinas especificas, resultam em
acimulo de Ca* no interior do reticulo endoplasmitico celular, e consegiientemente o

relaxamento da musculatura lisa local (Corbin e Francis, 1999).
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1.1.1- Classificacao

A superfamilia das PDEs inclui vérios genes diferentes agrupados em
11 familias distintas (Tabela 1) (Beavo, 1995; Francis et al., 2001; Houslay e Adams, 2003;
Uckert et al.,, 2006). Estas enzimas diferem entre si na especificidade pelo substrato,
sensibilidade a inibidores e localizacdao (Francis et al., 2001), podendo regular vérias
funcgdes, incluindo producdo e acdo de mediadores pré-inflamatérios, canais i10nicos,
contragdo muscular, diferenciacdo, apoptoses, lipogenesis, glicogenoses e gluconeogenesis
(Perry e Higgs, 1998) como também as fungdes cardiacas, a resposta erétil e a

fototransducdo (Juilfs et al., 1999).

No fim de 1970 comecaram os estudos cinéticos das PDEs, clareando o
potencial inibitério de varias moléculas organicas pequenas nesta enzima (Levin e Weiss,
1976; Hidaka et al., 1984; Wells et al., 1981; Wood e Hess, 1989). A caréncia terapéutica
para as doencas relacionadas as proteinas de PDEs acarretou a pesquisa e desenvolvimento
de inibidores de PDEs cada vez mais especificos, crescendo anualmente novas patentes de
farmacos. Trés farmacos que agem na PDES (sildenafil, vardenafil, tadalafil) e
quatro farmacos que atuam em PDE3 estdo sendo comercializados. Dois candidatos a
inibidores da PDE4 estdo esperando a aprovacdo. Atualmente, aproximadamente
20 inibidores de PDE4 estao sendo submetidos a estudos clinicos, € hd centenas de
compostos relacionados em estdgio de desenvolvimento como inibidores das PDEs
(Jeon et al., 2005). Os avangos recentes em compreender a estrutura tridimensional das
PDE:s e seus inibidores conduziram as descobertas de farmacos e a otimizacao racional dos
compostos de ligacdo. As estruturas tridimensionais dos dominios -cataliticos de
PDE1, 3, 4, 5 e 9 sao atualmente conhecidas. O conhecimento destas estruturas
tridimensionais das PDEs possibilita investigar o0 mecanismo de ligacdo dos inibidores e
substratos na enzima, permitindo otimizar adicionais inibidores. (Xu et al., 2000;
Xu et al., 2004; Lee et al., 2002; Huai et al., 2003a; Huai et al., 2003b; Huai et al., 2004a;
Sung et al., 2003; Scapin et al., 2004; Zhang et al., 2004; Huai et al., 2004b).
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Tabela 1- Caracterizacao e distribuicao nos tecidos de fosfodiesterases

Familia Caracteristicas Substrato Localizacio
Estimulada por Cérebro, Coracdo, rim, figado, musculo
PDE1 5 GMPc e AMPc
Ca*™ / Calmodulina esquelético, miisculo liso vascular e visceral.
Cértex adrenal, cérebro, corpo cavernoso, rim,
PDE2 Estimulada por GMPc AMPc > GMPc  figado, coracdo, musculo liso visceral e
musculo esquelético.
Corpo cavernoso, coracdo, plaquetas, misculo
PDE3 Inibida por GMPc AMPc ) ] )
liso vascular e visceral, figado, rim.
Rim, pulmdo, mastdcitos, coragdo, musculo
PDE4 Especifica para AMPc AMPc
esquelético, musculo liso vascular e visceral.
Corpo  cavernoso, plaquetas,  mdusculo
PDES Especifica para GMPc GMPc ) o
esquelético, musculo liso visceral e vascular.
Especifica para GMPc
PDE6 GMPc Retina.
fotoreceptor
PDE7 Especifica para AMPc AMPc Miisculo esquelético, coragao e linfécitos.
PDES Especifica para AMPc AMPc Testiculo, ovario, intestino baixo e colon.
PDE9 Especifica para GMPc GMPc Bago, intestino e cérebro.
Hidrolisa GMPc, inibida
PDE10 AMPc < GMPc Cérebro, testiculo e tirdide.
por AMPc
Células esqueléticas, prostata, bexiga, células
PDE11 Ligagdo com dois GMPc AMPc e GMPc

secretoras, testiculos, figado e rim

1.1.2- Estrutura

Estruturalmente as PDEs sdo proteinas homodiméricas (Jin et al., 1992),

cada subunidade apresenta trés dominios funcionais: um N-terminal regulatério um

conservado centro catalitico, ¢ um C-terminal (Thompson, 1991; Bolger, 1994).

Os dominios regulatorios N-terminais variam extensamente entre as classes de PDEs.

Este dominio estd envolvido pelo centro catalitico, e possui regides que auto-inibem o

dominio catalitico, como também seqiiencias que caracterizam sua localiza¢do subcelular

(Houslay e Adams, 2003; Sonnenburg et al., 1995). O dominio N-terminal regulatério
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apresenta uma regiao de ligacdo para calmodulina na PDEI, um sitio de ligagdo para GMPc
na PDE2, um sitio de fosforilagdo para vdrias proteinas kinases nas PDE1-5 e uma regido

de ligacdo transducional na PDEG6.

Todas as PDEs apresentam um conservado dominio catalitico de
aproximadamente 270 aminodcidos (18-46% da seqiiéncia idéntica) no carboxi terminal.
Um espago hidrofébico denso é formado na interfase do dominio catalitico, sendo dividido
por quatro subsitios: um sitio de ligacdo-metal (sitio M), um espaco central (espago Q),
um espaco hidrofébico (espaco H) e uma regido de fechamento (regido L).
(Sung et al., 2003). O sitio M € uma base de ligacdo para varios dtomos de metais, cuja
seqiiéncia de aminodcidos apresenta—se completamente conservada em todos os membros
da familia de PDEs. Os metais de ligacdo desta regido sdo o zinco € o magnésio
(Percival et al., 1997; Laliberte et al., 2000; Kovala et al., 1997; Francis et al., 1994).
Estes {fons atuam na estabilizacdo da estrutura enzimdtica e ativacdo da hidroxilacdo para

mediar a catdlise enzimatica.

1.1.3- Fosfodiesterase 5

Inicialmente, a atividade enzimética especifica para GMPc da PDES foi descrita
e caracterizada em plaquetas pelo grupo de Hamet (Hamet e Coquil, 1978;
Coquil et al., 1980). Mais tarde, estudos com proteinas kinases dependentes de GMPc e
outras proteinas ligadas ao GMPc no tecido pulmonar, também identificaram PDES como

uma das principais proteinas ligadas a GMPc neste tecido (Francis et al., 1980).

A PDES € uma enzima homodimérica, constituida por duas subunidades
idénticas de ~99 kDa. Cada subunidade € uma proteina quimérica compreendendo, ambas,
um dominio catalitico terminag¢do carboxi com ligacdo metal e um dominio regulatério
(alostérico) terminacdo amino (Corbin et al., 2004). A estrutura bdsica para a ligacdo com
alta afinidade para o GMPc na PDES ficou estabelecida com a identificacdo de dois
dominios GAF (GAF-A e GAF-B) altamente homodlogos, presentes na regidao do dominio

regulatdrio. A ligacdo destes nucleotideos ciclicos nos dominios é 100 vezes mais seletiva,
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para GMPc quando comparada ao AMPc (Zoraghi et al., 2005). A ligagdo de GMPc para o
dominio GAF-A estimula a atividade enzimatica de 9 para 11 vezes, como também o
bloqueio deste inibe a atividade enzimadtica. Sugerindo que a enzima pode ficar inativa na
auséncia do ligante no dominio GAF-A (Rybalkin et al., 2003). Entretanto,
fisiologicamente, o dominio GAF-A ¢ diretamente ligado ao GMPc, conseqiientemente
sempre ativo (Bender e Beavo, 2006). Os inibidores de PDES ligam exclusivamente no

dominio catalitico.

Para as PDES apenas um gene foi encontrado. Entretanto, trés variantes do
RNAm e da proteina de PDES foram identificadas em animais e em tecidos humanos
(Loughney et al., 1998; Kotera et al., 1999; Lin et al., 2000; Lin, 2004). As trés variantes
(PDESA1-PDES5SA3) diferem em seus N-terminais, € em todas seus éxons possuem uma
seqliencia comum de 823 aminodcidos. A regido promotora da PDES € induzida pelo
GMPc. O aumento nos niveis de GMPc leva ao aumento da expressdo do gene de

PDES por feedback-negativo (Lin et al., 2001).

A PDES ¢€ considerada uma proteina citosdlica. Nos roedores, niveis elevados
de RNAm de PDES5 foram localizados em musculo liso vascular, coracdo, placenta,
musculo esquelético, pancreas, cérebro, figado, pulmdo, rim e diversos tecidos
gastrintestinais (Loughney et al., 1998; Stacey et al., 1998; Yanaka et al., 1998;
Kotera et al., 2000; Giordano et al., 2001). As proteinas da PDES também sdo expressas em
plaquetas e sdo altamente elevadas em musculo liso, incluindo o tecido vascular peniano.
No cérebro, as proteinas de PDES também foram encontradas, particularmente,

nos neurdnios de Purkinje (Shimizu-Albergine et al., 2003).

Atualmente, as companhias farmacéuticas encontraram um sucesso maior na
comercializacdo dos inibidores de PDES do que com os inibidores de todas as outras
familias de PDEs. Este sucesso € atribuido aos firmacos intensamente prescritos como o
sildenafil, vardenafil, e tadalafil. Estes farmacos provaram ser eficazes para o tratamento da
disfun¢do erétil e também estdo sendo testadas para outras circunstincias patoldgicas.
Uma das fungdes mais estudada das PDES € como regulador da contragdo do musculo liso
vascular do corpo cavernoso por GMPc. Dois tecidos de evidéncia deste papel sdao o

pulmao e tecido vascular do corpo cavernoso. No musculo liso vascular do corpo caveroso,
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a inibicao PDES potencializa o relaxamento do musculo liso pelo NO e GMPc estimulando

desse modo a erecdo peniana (Rosen e Kostis, 2003; Corbin, 2004).

No pulmio, a inibicdo de PDES opde a vasoconstricdo do musculo liso,
e os inibidores PDES ja estdo em experimentacoes clinicas para o tratamento de hipertensao
pulmonar (Lewis e Semigran, 2004; Steiner et al., 2005) como também para o tratamento
de hipertensdo pulmonar neonatal (Hoeper, 2005; Humpl et al., 2005). Entretanto, ainda
ndo hd conclusdes se a eficdcia neste caso requer uma estimulacdo maior da guanilato
ciclase. Outro papel de PDES € sua importancia na regulacdo da agregacdo plaquetdria.
A inibicdo de PDES na presenca de NO, aumenta GMPc plaquetdrio e potencializa o efeito
inibitorio de NO sobre a agregacdo plaquetaria e funcdes secretoras (Ito et al., 1996;
Dunkern e Hatzelmann, 2005). Esta inibi¢dao da funcao plaquetaria, envolve com o aumento
dos niveis de GMPc, uma inibi¢do de PDE3 e subsequentemente o aumento dos niveis de
AMPc (Maurice & Haslam, 1990). Atualmente é também estudada a participacdo de PDES
em funcdes de aprendizagem e memoria (Prickaerts et al., 2004) e na fun¢do cardiaca

(Das et al., 2002, 2005; Hassan e Ketat, 2005).

1.2- Métodos de dosagem da atividade de fosfodiesterases

Os métodos de dosagem da atividade de PDEs identificam e quantificam apenas
um dos nucleotideos da reacdo de hidrélise enzimdtica. Nos ultimos anos,
as duas principais técnicas para a determinagdo da atividade das PDEs foram: O método de
Thompson e Appleman (1971), o qual foi utilizado extensamente por mais de trés décadas,
usava substratos AMPc e GMPc marcado com tritio e a reacdo de PDEs é seguida pela
atividade 5 nucleotidase do veneno de serpente. A concentracdo de adenosina marcada no
sobrenadante € medida indiretamente apds imobilizacdo de substrato ndo reativo na resina
de troca i0Onica. Recentemente esta andlise foi adaptada para viabilidade do método em

placas de 96 pocos (Qiu et al., 2003).

A outra técnica utiliza precipitacdo seletiva, na qual é medido ["HJAMPc no
sobrenadante ou no precipitado (Schilling et al., 1994). Novas analises de PDEs foram
adequadas para métodos de cintilacdo, e este representa um dos métodos contemporaneos

mais extensamente utilizados (Fawcett et al., 2000; Bardelle et al., 1999).
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Os métodos descritos para a andlise quantitativa destes nucleotideos ciclicos
requerem substrato radioativo especial como [*H]-GMP (Alajoutsijarvi & Nissinen, 1987),
ou substrato fluorogénico como 2°-O-antraniloil-GMPc e 2°-O-metil-antraniloil-GMPc

(Hiratsuka, 1982).

O método baseado na fluorescéncia tem os limites de deteccdo de ~20 fmol
com 30% de variabilidade para o substrato marcado (Alajoutsijarvi & Nissinen, 1987).
Limites de deteccao de 2 fmol para os nucleotideos ciclicos sdo possiveis usando o método
de imunoensaio (Pradelles et al., 1989). Embora estes métodos sejam sensiveis ambos
requerem longo tempo de andlise e permitem a determinagdo da atividade de PDEs pela
andlise de somente um composto por vez. Recentemente o método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) usando o reagente de derivacdo de fluorescéncia
(3,4-dimetoxi-fenil)glioxal (DMPG) obteve um limite de detec¢do (S/N=3) para GMP de
50 fmol com um tempo de analise mais curto, sendo o tempo de corrida total de 20 minutos

(Ohba et al., 2001).

A deteccdo em espectrometria de massa (MS), de compostos polares intactos
tem-se tornado agora possivel por causa do desenvolvimento de técnicas de ionizagdo
sofisticadas. Os métodos de ionizacdo geralmente utilizados para os nucleotideos sao:
bombardeamento rdpido de atomos (FAB) (Newton et al., 1995; Wolter et al., 1995),
a dessorcdo de fons induzida por laser (MALDI) (Nordhoff et al., 1994) e electrospray (ES)
(Straub e Voyksner, 1993). No campo da quimica dos nucleotideos, a ionizagdo FAB-MS
foi uma grande etapa para prosseguir com alto potencial a identificagdo de nucleotideos
ciclicos (Newton et al.,, 1995; Newton et al., 1989; Newton et al., 1991).
Witters e colaboradores, em 1996, mostraram que os nucleotideos ciclicos (AMP e GMP),
podem ser identificados utilizando especifica dissociacdo ativada por colisdo (CAD),

obtendo ions produtos também identificados apds fragmentagao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é um método de separacdo
quimica, utilizado para purificacdo inicial da amostra avaliada, e como introdutor das
diferentes substancias separadas para o dispositivo de andlise, que neste caso é o
espectrometro de massa (MS). A analise do HPLC acoplada a espectrometro de massa alia
o poder de separacdo de HPLC a especificidade do espectrometro de massa como detector

(Fountain, 2002; Lee, 2005).

Introdugdo

29



Um dos métodos atualmente utilizados para o acoplamento entre a
cromatografia liquida e a espectrometria de massa € o electrospray (ES), que permite a

ionizacdo de compostos nao volateis normalmente analisados por HPLC (Fountain, 2002).

Os analisadores dos espectrometros de massa separam as espécies carregadas
eletricamente, de acordo com a relagao massa/carga (m/z) de cada uma, a partir da qual se
determinard a abundancia e massa de cada espécie i6nica. Um dos quatro tipos mais
comuns de analisadores é o quadrupolo. Os fons formados no electrospray entram no
primeiro quadrupolo do espectrOmetro, onde serd separada, por potencial elétrico e
radiofreqiiéncia, apenas as moléculas com a relacdo massa/carga desejada (ion precursor).
No quadrupolo seguinte do espectrometro, o fon colide com géds inerte
(argdnio ou nitrogénio) e produz fragmentos também carregados. Estes sdo denominados
ions filhos (ou fon produto) e sdo caracteristicos para cada substancia. Os ions filhos sdo
separados no terceiro quadrupolo do espectrometro, para serem analisados e quantificados
no detector. Para cada potencial elétrico, fons de determinada relagdo massa/carga sao
selecionados, pois sO eles atravessardo o quadrupolo, atingindo o detector eletronico no
final do aparelho, que poderd distinguir fons cuja massa difere em menos de um Dalton.
E todos os demais fons sdo refletidos e perdidos nas laterais do aparelho (Fountain, 2002;

Lee, 2005).

Este método analitico € altamente seletivo. Quando se tem uma mistura de
substancias eluidas e advindas do cromatdgrafo, o primeiro quadrupolo ird separar somente
a de massa/carga desejada. Porém, caso haja mais de uma com a mesma relacdo,
a colisio que se dd no segundo quadrupolo ird formar novas espécies, que serao

definitivamente separadas no terceiro, restando somente o ion desejado para o analisador.

1.3- Disfuncao erétil

A disfuncao erétil (DE) pode ser definida como a “incapacidade de alcancar ou
manter uma erecao (peniana) adequada para a satisfacdo sexual” (National Institutes of

Health Consensus Statement, 1993). Estudos demonstraram que a prevaléncia da DE
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aumenta significativamente com a idade. No Brasil 46% dos homens com 40-70 anos sao
afetados com algum grau de DE (Moreira et al., 2003) Embora a DE possua tanto
componentes organicos bem como componentes psicogénicos, sabe-se que esta disfuncdo
estd tipicamente associada com a aterosclerose e seus fatores de risco como as
dislipidemias, tabagismo, hipertensdao, diabetes mellitus, sedentarismo e obesidade
(Feldman et al., 2000). A disfunc¢do erétil ocorre em grau varidvel e apresenta-se associada
a efeitos adversos sobre a qualidade de vida, particularmente sobre o bem-estar pessoal e

inter-relacdes familiares e sociais (Johannes et al., 2000).

As recentes aplicacdes de sofisticadas técnicas clinicas e cientificas no estudo
dos mecanismos centrais (vias cerebrais e espinhais) e locais (musculo liso e endotélio)
da erecdo peniana levou a grandes avangos no gerenciamento clinico da disfuncdo erétil.
Durante a ultima década, foi observado um grande avanco no tratamento da disfungdo
erétil, o qual se estende desde técnicas cirdrgicas (proteses penianas ou revasculariza¢io)
até o desenvolvimento recentemente de uma terapia oral eficaz (citrato de sildenafil).
A eficicia de agentes administrados por via oral como o sildenafil, tadalafil,
vardenafil e apomorfina, representa o inicio de terapias farmacoldgicas ndo invasivas no

tratamento da DE.

1.4- Sildenafil

Na década de 80 o laboratério Pfizer (Reino Unido), pesquisava a possibilidade
terapéutica de modular niveis de GMPc para o tratamento de faléncia cardiaca. Nesta época
nitratos ja eram usados para o tratamento de patologias cardiovasculares, particularmente
angina pectoris (Marsh e Marsh, 2000). O objetivo da pesquisa era modular a via
NO/GMPc. Nesta época cinco subtipos de PDE foram identificados, entre estas PDES,

em musculo liso vascular e em plaquetas.

Em 1986 com a finalidade de desenvolver um inibidor seletivo de PDES,
foi sintetizado um novo composto pirazolopirimidina, inibidor potente de PDES,

sendo designado quimicamente como 1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo0-3-propil-1H-
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pirazolo [4,3- d]pirimidin -5- il) fenilsulfonil]-4 -metilpiperazina, e inicialmente
denominado UK-92.480, mais tarde conhecido como sildenafil (Ghofrani et al., 2006).
Em 1991, estudos com pacientes com angina envolvendo administracdo intravenosa
demonstraram moderado efeito vasodilatador. Ano seguinte, estudos com multiplas doses
com sildenafil para investigar a farmacocinética, farmacodindmica e tolerancia em
voluntarios sadios, foi observado dores de cabeca, rubor, indigestdo e dores musculares,
como também ere¢do peniana como efeito colateral. Visto as poucas vantagens de sildenafil
como tratamento de angina, devido T, curto e interagdo com nitratos nestes pacientes,

a pesquisa com sildenafil foi voltada para o tratamento da DE.

Por volta de 1997, 21 estudos clinicos, com mais de 4.500 voluntarios,
j4 tinham sido realizados, demonstrando a eficdcia do sildenafil na DE, em uma populagdo
variada de pacientes. Os principais efeitos colaterais relacionados a dose eram dores de
cabeca (18%), rubor (11%), indigestao (7%), congestdo nasal (5%) e distirbios visuais
(2%) (Goldstein et al., 1998) provavelmente pela inibicdo ndo especifica com outras PDEs,
como a PDE®6, presente na retina. Clinicamente uma das principais contra-indicagdes do
uso de sildenafil é no tratamento com nitratos para doengas isquémicas da artéria corondria
(Goldstein et al., 1998; Morales et al., 1998), devido ao fato de que a combinagdo de

nitratos com sildenafil resulta em grave hipotensao sistélica.

No comecgo de 1998 o FDA aprova sildenafil (Ghofrani et al., 2006), o primeiro
de uma nova classe de compostos para o tratamento de DE por administracdo oral.
E um inibidor potente e seletivo da PDES5, que é a principal PDE responsdvel pela
degradacdo de GMPc no corpo cavernoso (Boolell et al., 1996; Ballard et al., 1998;
Corbin & Francis, 1999; Langtry & Markham 1999),. Esta inibi¢do causa aumento dos
niveis de GMPc, resultando em relaxamento do musculo liso e influxo de sangue no corpo
cavernoso. Esta substancia potencializa os relaxamentos mediados pelo NO em corpo
cavernoso de coelho (Jeremy et al., 1997; Chuang et al., 1998) e humano

(Ballard et al., 1998; Moreland et al., 1998).

O FDA aprovou em 2003 dois novos inibidores de PDES5, o vardenafil,
estruturalmente semelhante ao sildenafil, com alta seletividade para PDES, mas em menor

grau para a PDE6, comparado com sildenafil; e o tadalafil, estruturamente nao comparavel
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ao sildenafil, € inibidor seletivo para PDES, apresentando consideravel seletividade para a
PDEI11 (Ballard et al., 1998; Phillips et al., 2002). Tadalafil € caracterizado por apresentar
moderado efeito apds 24 horas de ingestdo de uma tunica dose oral (Padma-Nathan et al.,
2001) Atualmente estes novos farmacos representam a primeira linha terapéutica oral para

o tratamento de disfungdo erétil.

A estrutura molecular de sildenafil e vardenafil difere da estrutura de tadalafil,
entretanto as trés moléculas contém um sistema de anel duplo heterociclico nitrogenado,
simulando a base purina do GMPc, o qual interagem no mesmo sitio catalitico da PDES.
A base purina do GMPc liga-se ao grupo alfa amino da GIn-817 no espaco Q do sitio
catalitico da PDES5, através de ligacdes de hidrogénio (Carson e Lue, 2005).
Do mesmo modo o grupo pirazolopirimidinona do sildenafil interage com a GIn-817 e
Tyr-612 além de interagdes hidrofébicas com outros aminodcidos nesta regiao
(Sung et al., 2003; Carson e Lue, 2005). Esta interacao pode ser 1.000 vezes mais forte para
os inibidores do que para GMPc (Corbin et al., 2004). O grupo etoxifenil do sildenafil
interage hidrofobicamente com o espaco H, variagdes nesta regido da enzima sao
responsaveis pela seletividade aos inibidores (Jeon et al., 2005). O grupo metilpiperazina
do sildenafil interage com a regido L, limitando estericamente o acesso para o sitio ativo da

PDES (Sung et al., 2003).

A farmacocinética do sildenafil é caracteristica por apresentar rapida absorcao
ap6s administracdo oral, com biodisponibilidade absoluta em torno de 41%,
aproximadamente (Nichols et al., 2002), atinge concentracdes plasmaticas em
30 a 120 minutos (doses em estado de jejum). Quando ingerido junto a uma refeicao
caldrica, a taxa de absorcdo € reduzida, conseqiientemente o valor de Ty retarda em
60 minutos e o valor de Cps reduz 29%. Aproximadamente 96% do sildenafil e seu
principal metabdlito ligam-se nas proteinas plasmaticas. Sildenafil é metabolizado no
figado pelo complexo citocromo P450 e convertido principalmente em desmetil sildenafil
(UK-103,320) e outros metabodlitos (Walker et al., 1999; Warrington et al., 2000).
O metabodlito desmetil sildenafil apresenta similar inibicdo de PDES comparado ao
sildenafil (Langtry e Markham, 1999), com meia-vida de quatro horas e excretado como

metabolito, nas fezes (80%) e na urina (13%) (Boolell et al., 1996; Cooper et al., 1997).
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Recentemente, sildenafil também € alvo de estudo na hipertensao pulmonar
(HP). O tratamento de longo prazo (trés meses) com sildenafil oral melhorou a capacidade
de realizar exercicios e a qualidade de vida em pacientes com hipertensdo pulmonar grave
(Lodato, 2001). Michekalis et al. (2002) demonstraram que o sildenafil oral em dose dnica
€ um potente e seletivo vasodilatador pulmonar. O sildenafil foi também utilizado com
resultados satisfatorios descritos por Watanabe et al. (2002) em pacientes portadores de HP

primdria e secundaria.

1.4.1- Impacto econdmico

A introdu¢do do sildenafil como terapéutico revoluciona o tratamento de DE.
Em poucas semanas de sua comercializacdo no mercado americano mais de um milhdo de
prescricoes foram feitas com sildenafil. Em 2001 sildenafil foi aprovado em mais de
110 paises, e prescrito em mais de 20 milhdes de pacientes no mundo, considerando
também que mais de 4 milhdes tem feito uso de tadalafil para o tratamento de DE
(Carson e Lue, 2005). No mundo inteiro em 2003, as vendas de sildenafil excedeu
2,1 bilhdes de dolares (Jeon et al., 2005). Até 2006, mais de 750.000 médicos prescrevem
sildenafil para 23 milhdes de homens, considerado até o momento sildenafil é o mais
extensamente usado para o tratamento de DE (Ghofrani et al., 2006;

Jackson e Osterloh, 2005).

1.5- Analogos de sildenafil

O desenvolvimento de novos farmacos, derivados de um protétipo ou
pertencentes a uma determinada classe, aponta para a obtencdo de moléculas com um
melhor perfil farmacocinético ou uma melhor relagdo estrutura-atividade (Bellissant et al.,

1996).

Atualmente, pesquisadores investem em diferentes métodos para buscar um
farmaco ideal no tratamento de doencgas, ou para minimizar os efeitos colaterais destes

farmacos. Para isto, novos compostos estdo em estudos pela modificagdo de drogas através
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da unido de dois compostos, ou a implantagao de moléculas em farmacos de referéncia vém

sendo realizados.

Do mesmo modo a pesquisa e desenvolvimento de inibidores mais seletivos
para PDES € de grande interesse, principalmente para o tratamento de DE, possibilitando
minimizar os efeitos colaterais de sildenafil. Nos tltimos anos varios compostos tém sido
sintetizados por meio de modificacdes na estrutura molecular de sildenafil, estes sdo
denominados andlogos de sildenafil. O grupo de pesquisa de Kim et al. (2001a) sintetizou o
fechamento do anel fenil do sildenafil, mas esta estrutura inibiu PDES e PDE6, com menor
eficdcia que sildenafil e baixa seletividade para PDE6. Outras tentativas de adicionar grupo
N-acilamido no anel fenil do sildenafil conseguiram inibir PDES5 e PDE6, com maior
eficacia que sildenafil (kim et al., 2001b), entretanto com baixa seletividade para PDE6
comparada ao sildenafil. Outro grupo de pesquisa de Allerton et al. (2006) trabalhou com a
adicdo de vdarios grupos quimicos no sildenafil e conseguiu obter uma inibicio de PDES
tanto quanto de sildenafil, com alta seletividade para PDES5 em relacio a PDE®6.
Recentemente um novo andlogo de sildenafil, denominado aildenafil, estd sendo avaliado

em estudo clinico de fase III (Wang et al., 2007).

Visando minimizar os efeitos adversos do sildenafil, ou melhorar sua
farmacodindmica ou farmacocinética, como também as vantagens econOmicas pela
possibilidade de adquirir um tratamento de DE mais acessivel no Brasil, concorrente ao
sildenafil, o grupo de pesquisa do laboratério Cristdlia sintetizou andlogos de sildenafil.
Os andlogos foram sintetizados, por meio da combinacdo de moléculas de lodenafil e

desmetil sildenafil com grupos carbonato, uréia ou uretana (Figura 1).
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Figura 1- Estrutura molecular dos compostos em estudo
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1.6- Objetivos

1.6.1- Objetivo Geral

Padronizacdo de um novo método para avaliar atividade de PDEs por

HPLC-MS/MS.

Avaliagdo de andlogos de sildenafil sobre PDES5 e andlise dos parametros

farmacocinéticos.

1.6.2- Objetivos especificos

Padronizar um novo método de dosagem da atividade enzimdtica de
fosfodiesterases utilizando técnica HPLC-MS/MS, identificando simultaneamente o0s

nucleotideos ciclicos e nao ciclicos (GMPc, AMPc, GMP e AMP).

Avaliar a agdo dos andlogos de sildenafil na atividade de fosfodiesterase e na

agregacdo plaquetdria humana, in vitro.

Obter o grau de estabilidade dos andlogos de sildenafil em plasma e em

meio acido.

Caracterizar o perfil metabdlico dos anédlogos de sildenafil em microssomas e

hepatdcitos de rato, in vitro.

Analisar a cinética dos andlogos de sildenafil pela via intravenosa e oral

em cao, in vivo.
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2.1- Atividade de fosfodiesterases por método HPLC-MS/MS
2.1.1- Padronizagao
2.1.1.1- Protocolo experimental

O sistema HPLC-MS/MS era constituido por um cromatografo liquido modelo
Shimadzu LC ADVp (Shimadzu Corporation, Japdo), com auto-injetor (temperatura 6,5°C)
e pré-coluna CI8 Jones (lem x 4mm, 4um) com coluna analitica Jones CI18
(100mm x 2,Imm, 4 pm). O gradiente de eluigdo era composto pelas fases A (dgua com
acido formico 10 mM) e B (acetonitrila com acido férmico 10 mM). O gradiente iniciava
com eluigdo isocratica (100% de A) por 2 min, seguido por 5 min de gradiente até¢ 60% de
B, retornando o gradiente a 100% de A (Tabela 2). Era mantido fluxo de 0,35 ml/min.

Tempo de corrida total de 10 min. O volume de injecdo de cada amostra era 40 pl.

Tabela 2- Gradiente de elui¢do dos nucleotideos em sistema HPLC-MS/MS

Tempo (min) Fase A (%)
0-2 100
7 40
9-10 100

O sistema cromatografico era acoplado a um espectrometro de massa triplo
quadrupolo modelo API 4000 (PE Sciex, Toronto, Canadd). As condi¢des de ionizagao das
solucdes padrdes de GMPc, GMP, AMPc ¢ AMP no espectrometro de massa foram
apresentadas no modo ion positivo (ES+), com gas de colisdo desligado, com temperatura
da fonte de 400 °C, e voltagem da fonte 5.500 V. Com gas de colisdo (nitrogénio) ligado,
com pressao de 7,0 psig era observado os principais fragmentos de cada molécula e pelo
modo MRM (Monitoramento de Reacdo Multiplas) os principais fragmentos eram

selecionados.
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2.1.1.2- Curva de calibracao e limite de quantificagao

A curva de calibracdo do método foi preparada com solug¢do padrao da mistura
dos nucleotideos (GMPc, GMP, AMPc ¢ AMP), em uma concentracdo inicial de
100 ng/ml. Diluidas em sete concentra¢des diferentes (0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e
15,0 ng/ml), na solu¢ao matriz nas mesmas condi¢des de ensaio. A curva de calibragdo foi
realizada em duplicata. Os intervalos da curva foram analisados quanto a sua linearidade,

exatiddo e precisdo compativeis.

O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido por meio da analise de solugdes
contendo concentragdoes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com
precisao e exatidao aceitaveis. A razdo sinal ruido da linha de base (maior que 5:1)
foi especificada no método para determinagdo do LQ para cada nucleotideo.
Para determinar o LQ, amostras da mistura dos padroes de nucleotideos foram
quantificadas na concentracdo final de 0,5 e 0,25 ng/ml, sendo realizada oito amostras de
cada concentragao (total de 16 amostras). Os valores de acurdcia foram calculados pela
média dos valores dividida pelo valor padrdo, e o coeficiente de validagao calculado pelos

valores de desvio padrao dividido pela média.

2.2- Atividade inibitdria
2.2.1- Inibicao da fosfodiesterase 5 in vitro
2.2.1.1- Procedimento experimental

Para cada andlise, utilizou-se 60ml de sangue de voluntario sadio
(ambos sexos, 25 - 45 anos). O sangue era coletado em 0,1 volume de citrato de sédio
3,13% e centrifugado a 200 x g, 15 min a 10°C. O plasma rico em plaqueta (PRP),
foi coletado e foi adicionado EDTA 10 mM. Centrifugou o PRP a 900 x g, 15 min a 10°C.
O pellet de plaqueta foi lavado com tampao Krebs (NaCl, 118 mM; NaHCO;, 25 mM;
glucose, 5,6mM; KCI, 4,7/mM; KH,PO,, 1,2mM e MgSO, 7H,O, 1,17mM, pH 7.4)

contendo EDTA 10mM e centrifugou novamente a 900 x g, 15 min a 10°C.
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Ressuspendeu as plaquetas em 3ml de tampao Krebs contendo 0,32 M de sucrose.
Na suspensdo de plaquetas ajustou a concentragio para 1 x 10° plaquetas/ml. Estas foram
homogeneizadas em sonicador de células por 10 s. A concentragdo protéica foi determinada
através do KIT DC Protéica Assay com soro albumina bovina como padrdo. O extrato de

fosfodiesterase plaquetaria foi estocado a —80°C.

A mistura padrao de reagdo enzimatica (volume total de 200ul) incluia
50mM Tris-HCI (pH 8.0), 100mM MgCl, e extrato de PDE (concentragao final de proteina
0,4mg / ml).

Os agentes em estudo (sildenafil, carbonato lodenafil, andlogo uretana e uréia)
foram diluidos em DMSO (concentragdo final na reacdo, < 0,05 % de DMSO),
e pré-incubados na mistura enzimdatica por 5 min. Iniciou a reagdo por adicdo de GMPc
20uM e incubou a 35°C por 30 min. A reagdo foi parada por aquecimento em banho de
agua fervente por 2 min. Por centrifugacdo 14000 rpm, 5 min, as proteinas foram
precipitadas e removidas. As amostras foram mantidas a temperatura —20°C, até analise

pelo método HPLC-MS/MS, de nucleotideos (Item 2.1.1.1).

2.2.2- Agregacao plaquetaria
2.2.2.1- Procedimento experimental

Sangue humano de voluntarios sadios (ambos os sexos, 25 - 45 anos),
que ndo receberam qualquer medicamento durante 10 dias anteriores ao experimento,
foi coletado em tubos de plastico contendo citrato tri-sddico 3,8 % (9 partes de sangue para
1 parte de citrato). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido coletando-se o
sobrenadante da centrifugacdo do sangue total a 200 x g, em 25°C por 15 min.
O sangue remanescente foi novamente centrifugado a 2000 x g, em 25°C por 10 min, para
obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). O sangue do mesmo individuo nunca foi

usado mais de uma vez para o mesmo protocolo experimental.

A agregacdo foi monitorada utilizando-se um agregometro de dois canais

(Chrono-Log Corporation) calibrado para 0% com PRP e 100% utilizando-se PPP.
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Em cada ensaio foi utilizada uma amostra de 400 ul de PRP adicionada em
cubetas siliconizadas, mantidas sob agitacdo constante a 37 °C no agregometro.
As amostras foram mantidas nestas condi¢des por 1 min antes da adicdo do agonista ou

inibidor.

As plaquetas foram incubadas com sildenafil ou analogos (carbonato de
lodenafil ou uréia ou uretana) (1 uM), por 2 min. PRP foi tratado com doador de NO
(nitroprussiato de sodio, SNP) (0,1-3,0 uM), logo em seguida foi induzida a agregagdo
plaquetdria com uma dose sub-maxima de ADP (10 uM). Agregacdo foi monitorada por

5 min.

A resposta do agente agregante (ADP) foi definida como a diferenga na
transmissdo da luz através da amostra de PRP apos e antes da adicdo de ADP e expressada
como porcentagem da maxima transmissdo de luz (porcentagem de transmissdo de luz

(PPP) — transmissao de luz (PRP)).

2.3- Estudo de estabilidade
2.3.1- Estabilidade em meio acido

A estabilidade de cada composto em estudo foi investigada em meio acido
(100 mM de 4cido cloridrico a 37°C). Em tubos de vidros (2 ml) foi adicionado solugdo de
HCI 100 mM e aquecido a 37°C, em seguida foi adicionado os compostos em estudo
dissolvidos em DMSO (sildenafil e andlogos carbonato de lodenafil, uréia e uretana),
na concentragdo final de 10 uM. Uma aliquota (0,2 ml) era retirada imediatamente e
colocada em tubos de vidros para analise (tempo 0 min), o restante era incubado a 37°C em
banho-maria com agitacdo. Aliquotas (0,2 ml) foram removidas no tempo de 30 min e
2 h de incubagdo. Incubagdo de cada composto foi realizada em tubos separados.
Todas as amostras foram neutralizadas imediatamente por adicdo de 0,2 ml de NaOH
(100 mM) e 50 pl de carbonato de potéassio (1 M). A fase aquosa foi confirmada ser
alcalina usando fita de indicador de pH. Os compostos foram extraidos tdo logo possivel

com éter: hexano (80:20; 2 ml) e analisados por HPLC-UV (Item 2.3.3).

Material e Métodos
42



2.3.2- Estabilidade em plasma humano

A estabilidade de cada composto em estudo foi investigada em plasma humano,
a 37°C. Em tubos de vidros (2 ml) foi adicionado plasma humano e aquecido a 37°C,
em seguida foi adicionado os compostos em estudo dissolvidos em DMSO (sildenafil e
analogos carbonato de lodenafil, uréia e uretana), na concentragao final de 10 uM.
Uma aliquota (0,2 ml) foi retirada imediatamente e colocada em tubos de vidros para
analise (tempo 0 min), o restante foi incubado a 37 °C em banho-maria com agitag@o.
Aliquotas (0,2 ml) foram removidas no tempo de 30 min e 2 h de incubacgdo. Incubagdo de
cada composto foi realizada em tubos separados. Todas as amostras foram extraidas tao
logo possivel com éter:hexano (80:20; 2 ml) apos o primeiro ajuste de pH com carbonato

de potassio (50 pul; 1M) e analisados por HPLC-UV (item 2.3.3).

2.3.3- Condicdes cromatograficas

Para a analise da estabilidade quimica e plasmatica dos compostos (sildenafil e
analogos carbonato de lodenafil, uréia e uretana), foi empregada técnica semi-analitica
usando HPLC, identificando as moléculas por detector UV (ultravioleta). O sistema de
HPLC em fase reversa consiste de duas bombas binarias, (LC-10Advp, Shimadzu Scientific
Instruments Inc. Kyoto, Japan) e um detector de UV, SPD-10Avp. Todos os modulos
foram controlados através da unidade SCL-10Advp, conectada a um computador

executando o software ClassVP.

A cromatografia era realizada usando coluna Génesis C18 (4 um) de dimensoes
150 x 4,6 mm. O comprimento de onda (A) monitorado foi 292 nm. O fluxo no sistema foi
1,5 ml/min (a pressdo para este fluxo, estava dentro dos limites aceitos). O gradiente
apresentava 40% de fase A até 3 min, 10% de fase A em 8 min, retornando a 40% em
12 min de tempo de corrida total. As fases méveis consistem de: Fase A (agua + acetato de
amoénia 50 mM); Fase B (acetonitrila + agua (80:20) + acetato de amodnia 50 mM)
(Tabela 3).
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Tabela 3- Gradiente de elui¢ao dos compostos em sistema HPLC

Tempo (min) Fase A (%)
0-3 40
8 10
12 40

Curva de calibragdo foi realizada na faixa de concentragdo de 1-10 pM
dos padrdes (sildenafil, lodenafil, desmetil sildenafil, analogos carbonato de lodenafil,
uréia e uretana) na matriz em estudo. Os compostos foram extraidos e analisados por
HPLC-UV. As moléculas foram detectadas e seu tempo de retengdo registrado,
sendo realizada a quantificagdo em diferentes concentragdes, através da altura dos picos e

da medida das areas dos picos em comparagao a area do pico no tempo zero.

No método desenvolvido para andlise semi-quantitativa destes compostos,
conseguiu detectar todas as moléculas em questao, sendo os tempos de retengao observados

satisfatorios para prosseguir a analise (Tabela 4).

Tabela 4- Tempo de reten¢ao dos compostos (HPLC-UV)

Compostos Tempo de retencao (min)
desmetil sildenafil 2,03
lodenadil 2,48
sildenafil 4,02
analogo uréia 6,47
analogo uretana 7,00
carbonato de lodenafil 7,45
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2.4- Metabolizacao in vitro
2.4.1- Estudo com microssomas de rato

Foram preparadas solucdes estoque de 2 mM de sildenafil e andlogos de
sildenafil, dissolvidos em DMSO. A mistura de incubagdo (volume final de 500 pl)
continha 1 mg/ml de concentracdo microssomal (microssomas de figados de rato
comprados da IVT, In Vitro Technologies, Lot: LMO, concentragdo inicial de 20 mg/ml),
MgCl, 10 mM, cada composto (sildenafil e analogos de sildenafil) foi incubado na
concentragdo final de 10 pM. Todos os tubos foram pré-incubados por 5 min em
banho-maria a 37°C. Para iniciar a reagdo foi adicionado uma aliquota (50 ul) de NADPH
(sal tetrasodio em 2% e bicarbonato de sddio) e incubado a 37°C em banho-maria com
agitacdo constante nos tempos 5 ¢ 30 min. Incubagdo foi terminada por répida adicao de
1 ml de metanol gelado seguido por mistura em vortex. Foi preparado um branco com
os microssomas precipitados com metanol, antes da adi¢do de sildenafil ou analogos de
sildenafil. Todas as amostras foram extraidas tdo logo possivel com éter:hexano

(80:20; 2 ml) e analisados por HPLC-UV, conforme condi¢gdes de andlise (item 2.3.3).

2.4.2- Estudo com hepatdcitos de rato

Os hepatocitos de rato foram obtidos da In Vitro Technologies,

(IVT; Baltimore, MD) (Lot MSE) para o experimento.

Para a incubag¢do com hepatocitos, uma aliquota (0.5 ml) de suspensdo de
hepatocitos (aproximadamente 1 x 10° hepatécitos por ml) foi colocada em tubos plésticos
de 15 ml. Os tubos foram colocados em banho de 4gua com agitagdo a 37°C por 5 min.
Uma aliquota dos compostos sobre teste (2,5 ul de 2 mM em solugdo de DMSO) era
adicionado nos tubos separados e a incubagdo continuava por 2 h a 37°C. Os tubos eram
misturados em aproximadamente 70 rpm. Um branco foi incluido no experimento e
também hepatocitos sem substrato. No final do periodo de incubagdo, metanol gelado foi
adicionado e as amostras imediatamente agitadas em vortex. Todas as amostras foram
extraidas tdo logo possivel com éter:hexano (80:20; 2 ml) e analisados por HPLC-UV,

conforme condigdes de analise (item 2.3.3).
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2.5- Avaliacao farmacocinética
2.5.1- Animais

Foram utilizados caes da raga “beagle” pesando entre 11 e 16 Kg, provenientes
do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - Unicamp).
Os animais foram mantidos em temperatura e luminosidade controladas e alimentados com
racdo padrdo. O protocolo experimental foi previamente aprovado pela comissao de ética

animal da Unicamp (n° 317-1/2001).

2.5.2- Procedimento experimental

Os animais foram previamente identificados em 2 grupos. O grupo de
administracao endovenosa, recebendo 1 mg/kg de droga, sendo subdividido em grupos de
droga, recebendo sildenafil ou andlogos uréia ou uretana ou carbonato de lodenafil

(n=3 para cada droga).

O grupo de administragdo oral, recebendo 10 mg/kg de droga, sendo
subdivididos em grupos de droga que receberam sildenafil ou analogo carbonato de

lodenafil (n=3 para cada droga).

O periodo de intervalo entre uma droga e outra ndo foi menor que 7 dias.
As drogas foram dissolvidas imediatamente antes da administracdo endovenosa em DMSO

80%. E para administracdo oral os compostos foram envasados em capsula de gelatina.

As coletas de sangue subseqiientes (~3 ml), ocorreram obedecendo aos
seguintes tempos de coleta: 0:05, 0:15, 0:30, 0:60, 1:30, 2:00, 3:00, 4:00, 6:00, 8:00, 10:00
e 12:00 h (e 24:00 h para v.0.). Ao final de cada coleta, o sangue foi centrifugado a 2000 g
por 10 min para obten¢do de plasma. O plasma obtido foi mantido congelado a —20 °C,

para analise em HPLC-MS/MS.

Material e Métodos
46



2.5.3- Condigdes cromatograficas e espectrometria de massa

O método analitico aplicado na avaliacdo dos parametros farmacocinéticos e na
mensuracao da concentragdo de diferentes firmacos em matrizes bioldgicas deve ser exato,
preciso e especifico. Nao ha um consenso quanto ao melhor método, porém a combinagao
da HPLC acoplada a espectrometria de massa mostra-se de grande valor na analise de
farmacos e seus metabolitos, substincias endogenas polares e macromoleculares

(Lietal., 1996).

Os compostos sildenafil, andlogo carbonato, andlogo uretana, lodenafil e
desmetil sildenafil, assim como o padrdo interno teofilina, foram extraidos de plasma de
beagle utilizando-se a metodologia de extragdo liquido-liquido. As amostras de plasma de
beagle (200 pl) foram contaminadas com padrio interno (50 pl de uma solugdo de teofilina
em metanol/agua 50/50 v/v contendo 1,0 pg/ml). Apds agitagio com vortex por
10 segundos, 4 ml de uma mistura éter etilico/hexano (80/20 v/v) foram adicionados e os
tubos agitados com vortex por 40 segundos. A camada organica foi transferida para outro
tubo de ensaio e secada sob N, a 37 °C. O residuo foi dissolvido em fase movel (200 pl),
agitados com vortex por 10 s e 10 ul injetados no cromatografo. A fase mével foi composta
por acetonitrila/agua (80/20 v/v) e acido formico (10 mM). A coluna cromatografica
utilizada foi Genesis C18 4,0 um (150 mm x 4,6 mm 1.d.) a um fluxo de fase mével de
0,5 ml/min. O sistema HPLC-MS/MS consistiu de um cromatografo liquido LC-10AVP
(Shimadzu - Japdao) com bomba binaria, desgasificador Agilent modelo G1322-A,
auto-injetor CTC analytics model HTS Pal, acoplado a um espectrometro de massas triplo
quadrupolo API-2000 (Applied Biosystems Sciex Foster city, CA, USA) equipado com uma
fonte de ionizagdo por electrospray modo positivo. A integracdo foi realizada usando o
software Masslynx version 3,5 (Micromass, UK). As massas dos ions monitorados foram
MRM de 475>100, 505>99, 518>244, 991>486 e 461>283 para o sildenafil, lodenafil,
analogo carbonato de lodenafil, analogo uretana e desmetil sildenafil, nesta ordem, e MRM

de 181>124 para o padrao interno.

O tempo de retengdo destes compostos foi para o analito sildenafil, 3,4 min,
desmetil sildenafil, 3,4 min, lodenafil, 3,4 min, andlogo uretana, 4,2 min e analogo

carbonato de lodenafil, 4,2 min e padrdo interno, teofilina, 4,1 min. O tempo total de
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corrida foi de 6,0 min. A curva de calibragdo foi linear para as concentragdes de 10-2000
ng/ml para os compostos com um coeficiente de correlacdo de 1,0 (sildenafil),
0,986 (desmetil sildenafil), 0,991 (lodenafil), 0,982 (anilogo carbonato de lodenafil) e
0,989 (andlogo uretana). O limite de quantificagdo do método foi 10 ng/ml (S/N=5) para os

compostos em estudos.

2.5.4- Obtengao dos parametros farmacocinéticos

Os logaritmos das concentracdes plasmaticas de sildenafil e andlogos de

sildenafil foram tracados graficamente como uma funcao de tempo.

Os seguintes parametros farmacocinéticos foram obtidos: a area sob a curva de
concentragdo sanguinea versus tempo, do tempo zero ao tempo 24 h, (ASCyo4n) foi
calculada através do método da regra trapezoidal. A concentragdo plasmatica inicial (Co)

foi obtida pela extrapolagdo ao tempo zero desde a fase terminal da eliminacao.

A constante de eliminagdo (Ke) foi estimada pela regressao linear e o tempo de
meia-vida (T,) foi obtido usando a equagdo T,= 0,693.Ke™". O volume de distribuicio (Vd)
foi calculado através da razdo da dose administrada pela concentracdo plasmatica do
farmaco ao tempo zero (Cyp). O software usado foi o WinNonlin Professional Network,

versao 3,2m, GraphPad Prism version 3,0 e WinStat version 3,1.

2.6- Analise estatistica

Os resultados dos testes de atividade enzimadtica e agregacao plaquetéria foram
expressos como média + desvio padrdo de n experimentos. Diferencas estatisticas foram
determinadas por andlise de varidncia (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni.

Valores de P< 0,05 foram considerados significativos.
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3- RESULTADOS
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3.1- Resultados da padronizacao do método de dosagem de nucleotideos

Os nucleotideos ciclicos sdo caracterizados pela presenca da ligagdo
3",5"-fosfodiéster no anel f~d-ribofuranosil. Alguns nucleotideos tém caracteristicas basicas
fracas em seu anel heterociclico (anel purina ou pirimidina); entretanto o grupo fosfato nos
nucleotideos concede também caracteristicas acidas a molécula. Deste modo eles podem
atuar como zwitterions, podendo ser ionizados com ES positivo ou negativo para sua
analise em MS. Nas condi¢gdes de analise utilizada para este método, a ionizagao por
ES positivo foi mais sensivel para os nucleotideos ciclicos e ndo ciclicos quando
comparada ao modo negativo. Os valores obtidos para a ioniza¢do dos nucleotideos no

espectrometro de massa em modo positivo estdo demonstrados na Tabela 5.

Os espectros de massa obtidos das moléculas de GMPc, GMP, AMPc ¢ AMP ¢
seus respectivos fragmentos (ion produto) em modo MRM, estdo representados na Figura 2,

3,4eS5.

Os cromatogramas HPLC-MS/MS dos quatro nucleotideos mostraram que a
separacdo cromatografica ndo era um parametro critico neste método, devido a
possibilidade de detectar os quatro nucleotideos ainda que estes demonstrassem o mesmo

tempo de reten¢do cromatografico (Figuras 6 e 7).

Tabela 5- Parametros otimizados da Energia de Colisao (CE) e Potencial de Saida da Cela

de Colisao (CXP), para as transi¢des monitoradas em modo MRM dos

nucleotideos
fon Precursor fon Produto
Compostos CXP (V) CE (eV)

(m/z) (m/z)
AMP 348.10 136.30 24 27
AMPc 330.10 136.30 24 33
GMP 364.10 152.10 28 21
GMPc 346.30 152.10 12 27
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Neste método a curva de calibracao foi linear com coeficiente de correlacao de
0,999 para GMPc e AMP, e 0,997 para GMP e AMPc, mostrando boa linearidade no
método (Figura 8). O limite de quantificagdo do método para os nucleotideos foi de
0,25ng/ml, com S/N= 25,3 para AMP, S/N= 20,6 para AMPc, S/N= 21,8 para GMPc e
S/N= 14,4 para GMP (Figura 6). Neste método os valores de S/N eram altos,
podendo otimizar o método, conseguindo um LQ menor, para a quantificacdo destes
nucleotideos. Os valores de acuracia entre 70 — 130% e o coeficiente de variabilidade (CV)
< 20% eram obtidos para todos os nucleotideos em analise (Tabela 6), indicando que o
método ¢ reprodutivo de acordo com guia internacional de padronizagdo de métodos

analiticos (European Commission Council Decision, 2002)
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Figura 2- Espectro de massa dos principais fragmentos obtidos por MRM das moléculas de

AMP m/z 348.1 (fragmento m/z 136.3)
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Figura 3- Espectro de massa dos principais fragmentos obtidos por MRM das moléculas de

AMPc m/z 330.1 (fragmento m/z 136.3)
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Figura 4- Espectro de massa dos principais fragmentos obtidos por MRM das moléculas de

GMP m/z 364.1 (fragmento m/z 152.1)
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Figura 6- Cromatograma HPLC-MS/MS dos nucleotideos ciclicos e ndo ciclicos,

na concentragdo de 10,0ng/ml. Cada cromatograma apresenta separadamente os

nucleotideos, (A) AMP, (B) cAMP, (C) cGMP e (D) GMP
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Figura 7- Cromatograma HPLC-MS/MS dos nucleotideos ciclicos e nado ciclicos,
na concentracdo de 0,25 ng/ml. Cada cromatograma apresenta separadamente

os nucleotideos, (A) AMP, (B) cAMP, (C) cGMP e (D) GMP
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Figura 8- Curva de calibracdo dos padrdes de nucleotideos
Tabela 6- Validacdo do método para nucleotideos
0,25ng/mL Coeficiente de
Média Desvio Padrao  Acuracia (%)
(concentracio padrao) variacao (%)
GMPc 0,251 0,012 100,333 4,673
AMPc 0,252 0,007 100,600 2,783
GMP 0,258 0,013 103,000 4,854
AMP 0,256 0,012 102,400 4,492
0,5ng/mL Coeficiente de
Média Desvio Padrao  Acuracia (%)
(concentracao padrao) variacao (%)
GMPc 0,506 0,017 101,160 3,274
AMPc 0,503 0,034 100,543 6,771
GMP 0,479 0,042 95,867 8,716
AMP 0,510 0,035 102,067 6,836
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3.2- Atividade inibitoria
3.2.1- Inibi¢ao de PDES in vitro

A adicdo de concentragdes crescentes do inibidor de PDES, sildenafil
(0,005-1,0uM) na reagdo enzimdtica, promoveu alta reducdo da hidrolise de GMPc,
concentragdo—dependente. Os resultados demonstraram que os andlogos de sildenafil
inibiam a atividade de PDE5 nao significativamente quando comparados ao sildenafil
(p<0,05) (Figura 9). Quando comparados entre os grupos de analogos, também nao foi

observada diferenga na inibi¢cdo da PDES plaquetéria.
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Figura 9- Efeito da inibicdo de PDES plaquetaria, por sildenafil e andlogos de sildenafil,

in vitro. Os resultados representam a média (% de inibi¢ao) £D.P., n=4, *p< 0.05
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3.2.2- Agregacgao plaquetaria

No experimento de agregacdo plaquetaria, a pré-incubagdo com sildenafil
(1,0uM) por 2 min aumentou significativamente os efeitos inibitorios de SNP,
nas concentragdes 0,3uM e 1,0uM, utilizando ADP, como agonista (Figura 11).
Entretanto nenhuma inibi¢do foi observada na concentragao de 1,0 uM de sildenafil na
agregacdo de plaquetas humanas, na auséncia de SNP. Foi demonstrada uma curva

dose-resposta para as concentracdes de SNP, na agregacdo plaquetaria.

Todos os andlogos de sildenafil (carbonato de lodenafil, uréia e uretana),
sozinhos, ndo conseguiam inibir a agregacdo das plaquetas em PRP induzida por ADP.
O mesmo resultado observado e esperado por sildenafil. Entretanto, em adi¢do com SNP,
potencializavam a ag¢ao inibitdria do NO, na agregacao, na concentrag¢ao de 0,3uM de SNP,

aumentando significativamente esta inibi¢ao (p<0,001) (Figura 10).
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Figura 10- Efeito da agregacao plaquetaria induzida por ADP. Os resultados representam a

média (% de inibicdo) £DP, n=5. *P<0,001, **p<0,01, comparado com o

grupo SNP
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3.3- Estudo de estabilidade

3.3.1- Estabilidade em meio acido

A hidrélise de sildenafil e andlogos foi monitorada em solugdo aquosa a 37°C

em pH 4&cido. Os resultados demonstraram que o sildenafil e analogos exibem alta

estabilidade aquosa em pH 4cido, quando comparadas as alturas dos picos cromatograficos,

apds 2 h de incubacdo. No cromatograma do carbonato de lodenafil, ¢ observado um

pequeno pico cromatografico para lodenafil no tempo de 2,48 min (Figura 11).

Entretanto a altura do pico cromatografico do analogo carbonato (7,45 min) ndo reduziu

significativamente, quando comparado ao tempo zero. Nenhum pico adicional foi

observado quando sildenafil, lodenafil e desmetil sildenafil foram incubados em

meio acido.
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Figura 11- Cromatograma (HPLC-UV) dos analogos uréia, uretana e carbonato de

lodenafil apds 2 h de incubagdo em meio 4cido
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3.3.2- Estabilidade em plasma humano

A hidrélise de sildenafil e andlogos foi monitorada em plasma humano a 37°C.
Os resultados demonstraram que o sildenafil e andlogos uréia e uretana exibem alta
estabilidade em plasma humano, quando comparadas as alturas dos picos cromatograficos,
apo6s 2 h de incubacgao. Para o carbonato de lodenafil, ¢ observado pico cromatografico para
lodenafil no tempo de 2,48 min (Figura 12) apds 2 h de incuba¢do com plasma humano,
entretanto a altura do pico cromatografico do carbonato de lodenafil (7,45 min) ndo reduziu
significativamente, quando comparado ao tempo zero. Nenhum pico adicional foi

observado quando sildenafil, lodenafil e desmetil sildenafil foram incubados em plasma

humano.
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Figura 12- Cromatograma (HPLC-UV) dos analogos uréia (A), uretana (B) e carbonato de

lodenafil (C) ap6s 2 h de incubagdo em plasma humano

Resultados
62



3.4- Metabolismo in vitro
3.4.1- Microssomas

Como reportado na literatura, sildenafil era desmetilado para a forma de
desmetil sildenafil (UK-103,320) durante incubagdo com microssomas de figado de rato
(Walker et al., 1999). Os resultados do presente trabalho demonstrou que sildenafil era
metabolizado principalmente em desmetil sildenafil, in vitro. O perfil cromatografico da
metabolizacdo de sildenafil pelos microssomas de rato foi observado,
conforme demonstrado na Figura 13. Para o andlogo uréia e uretana, ndo foi observado a
metabolizacdo deste pelos microssomas, apds 30 min de incubagdo, ndo diminuindo
significativamente a altura do pico cromatografico destes compostos (Figura 14).
Para o carbonato de lodenafil foram observados picos cromatograficos como possiveis

metabolitos lodenafil e desmetil sildenafil.
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Figura 13- Perfil cromatografico da metabolizacdo de sildenafil nos tempo de 0 min (- - -),

5 min (—) ¢ 30 min (") de incubagdo com microssomas de rato
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Figura 14- Perfil cromatografico da metabolizacdo dos andlogos uréia (A), uretana (B)
e carbonato de lodenafil (C) nos tempo de 0 min (- - -), 5 min (—) e 30 min

(") de incubag@o com microssomas de rato

3.4.2- Hepatocitos

O perfil cromatografico da metabolizacao de sildenafil pelos hepatdcitos de rato
foi observado (Figura 15), o qual demonstrou grande parte da metabolizagdao para desmetil
sildenafil. Entretanto para o carbonato de lodenafil, este era hidrolisado em mais de

50% em loenafil durante incubacdo de 2 h com hepatdcitos de rato.

Uma pequena quantidade de lodenafil e desmetil sildenafil foram detectadas
apos incubacdo do andlogo uretana com hepatdcitos. Para o analogo uréia nao foi detectado

metabolitos (lodenafil ou desmetil sildenafil) (Figura 16).
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Figura 15- Cromatograma (HPLC-UV) da incubag¢do com hepatécitos de ratos de amostra
branco (A) e sildenafil (B), indicando os metabolitos formados apos 30 min de

incubagao
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indicando os metabolitos formados ap6s 30 min de incubagao
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3.5- Avaliacao farmacocinética

3.5.1- Avaliagdo dos parametros farmacocinéticos do sildenafil

O tragado da curva concentragdo-tempo do plasma de cdes e os parametros

farmacocinéticos do sildenafil (1 mg/kg, i.v.) estdo representados na Figura 17 e na

Tabela 7. Os valores de desmetil sildenafil (principal metabolito) no grupo sildenafil nao

foram demonstrados, visto que todos os valores foram encontrados abaixo do limite de

quantificagdo.

Figura 17-
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Curva concentragdo-tempo da média da concentragdo do sildenafil (@) em
plasma de cdo do grupo sildenafil (1mg/kg, i.v., n=3). Os valores sdo expressos

em média + DP
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Tabela 7- Valores dos parametros farmacocinéticos do sildenafil analisado em plasma de
cdo do grupo que recebeu sildenafil (Img/kg, i.v., n=3). Os valores sdo

expressos em média + DP

sildenafil
Parametros Média + DP
C, (ng/ml) 1360,00 + 395,00
ASCy.12n ng h/ml 2080,00 + 464,00
T2 (h) 4,48 + 1,40
Vd (I/Kg) 2,66 £ 0,01
Cl (/h/Kg) 0,44 +0,14
Ke (1/h) 0,17 +£0,05

3.5.2- Avaliagdo dos parametros farmacocinéticos do carbonato de lodenafil

O tracado da curva concentragdo-tempo do plasma de cdes e os parametros
farmacocinéticos do carbonato de lodenafil (1mg/kg, 1.v.) estdo representados na Figura 18
e na Tabela 8. Foram demonstrados os valores dos principais metabolitos, lodenafil e

desmetil sildenafil no grupo que recebeu carbonato de lodenafil.
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Figura 18- Curva concentracdo-tempo da média da concentracdo do carbonato de lodenafil
(@), lodenafil(O) e desmetil sildenafil ([J) em plasma de cdo do grupo
carbonato de lodenafil(1mg/kg, i.v., n=3). Os valores sdo expressos em média

+ DP

Tabela 8- Valores dos parametros farmacocinéticos do carbonato de lodenafil analisado em

plasma de cao do grupo que recebeu carbonato de lodenafill (1mg/kg, i.v., n=3).

Os valores sao expressos em média + DP

carbonato de lodenafil

Parametros Média + DP

C, (ng/ml) 583,19 + 446,93
ASCy.12n ng h/ml 267,44 + 50,26

Ty (h) 0,59 £0,27

Vd (/Kg) 2,39 + 1,38

Cl (/h/Kg) 3,82+ 0,67

Ke (1/h) 1,52+ 1,00
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3.5.3- Avaliagdo dos parametros farmacocinéticos do analogo uretana

O tragado da curva concentragdo-tempo do plasma de cdes e os parametros
farmacocinéticos do analogo uretana (1 mg/kg, i.v.) estdo representados na Figura 19 e na
Tabela 9. Foram demonstrados os valores dos principais metabolitos, lodenafil e desmetil

sildenafil no grupo que recebeu andlogo uretana.
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Figura 19- Curva concentra¢do-tempo da média da concentracdo do analito analogo
uretana (@), lodenafil (O) e desmetil sildenafil (L]) em plasma de cdo do
grupo analogo uretana (1mg/kg, i.v., n=3). Os valores sdo expressos em média

+ DP
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Tabela 9- Valores dos parametros farmacocinéticos do analito andlogo uretana analisada
em plasma de cdo do grupo que recebeu andlogo uretana (Img/kg, i.v., n=3).

Os valores sao expressos em média + DP

dimero uretana

Parametros Média + DP
Co (ng/ml) 655,27 £ 653,77
ASCy.12n ng h/ml 366,03 £ 133,62
Tix (h) 4,82+ 1,18
Vd (I/Kg) 0,02 +£0,01
Cl (/h/Kg) 0,002 £ 0,001
Ke (1/h) 0,15+ 0,04

3.5.4- Avaliagdo dos parametros farmacocinéticos do sildenafil, v.o.

O tracado da curva concentragdo-tempo do plasma de cdes e os parametros
farmacocinéticos do sildenafil (10 mg/kg, v.o0.) estdo representados na Figura 20 e na
Tabela 10. Foram demonstrados os valores dos principais metabolitos, desmetil sildenafil

no grupo que recebeu sildenafil.
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Figura 20- Curva concentragao-tempo da média da concentracdo do sildenafil (@) e
desmetil sildenafil (O) em plasma de cdo do grupo sildenafil (10 mg/kg, v.o.,

n=3). Os valores sdo expressos em média + DP

Tabela 10- Valores dos parametros farmacocinéticos do sildenafil analisado em plasma de

cdo do grupo que recebeu sildenafil (10 mg/kg, v.o., n=3). Os valores sao

expressos em média = DP

sildenafil
Parametros Média + DP
Chnax (ng/ml) 2056,00 + 951,00
ASCy.24n ng h/ml 19721,00 + 15074,00
T2 (h) 7,08 + 1,40
Tinax (h) 2,00 + 0,63
Ke (1/h) 0,10+ 1,00

Resultados

72



3.5.5- Avaliagao dos parametros farmacocinéticos do carbonato de lodenafil, V.O.

O tragado da curva concentragdo-tempo do plasma de cdes e os parametros
farmacocinéticos do carbonato de lodenafil (10 mg/kg, v.0.) estdo representados na
Figura 21 e na Tabela 11 e 12. Foram demonstrados os valores dos principais metabolitos,

lodenafil no grupo que recebeu carbonato de lodenafil.
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Figura 21- Curva concentracdo-tempo da média da concentracdo do carbonato de lodenafil
(@), lodenafil (O) e desmetil sildenafil ([]) em plasma de cdo do grupo

carbonato de lodenafil (10mg/kg, v.o., n=3). Os valores s3o expressos em

média + DP
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Tabela 11- Valores dos parametros farmacocinéticos do carbonato de lodenafil analisado
em plasma de cdo do grupo que recebeu carbonato de lodenafil (10mg/kg, v.o.,

n=3). Os valores sdo expressos em média = DP

Carbonato de lodenafil

Parametros Média + DP
Chnax (ng/ml) 16,50 + 14,85
ASCy.4n ng h/ml 35,00 +£9,55
Tix (h) 2,11 + 3,00
Tinax (h) 1,67+ 1,53
Ke (1/h) 1,50 £ 0,98

Tabela 12- Valores dos parametros farmacocinéticos do lodenafil analisado em plasma de
cdo do grupo que recebeu carbonato de lodenafil (10mg/kg, v.o., n=3).

Os valores sao expressos em média + DP

lodenafil
Parametros Média + DP
Cinax (ng/ml) 1357,00 = 961,16
ASCy.24n ng h/ml 10422,83 + 6290,09
T2 (h) 4,23 +0,47
Tinax () 3,33+1,15
Ke (1/h) 0,17 £0,02
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Nucleotideos ciclicos sdo considerados segundos mensageiros com um
significativo papel regulatério nos processos bioldgicos. A identificacdo e quantificagdo
destes nucleotideos tem sido estudada, desde 1962, pela identificacio de AMPc por
Sutherland et al. (Butcher e Sutherland, 1962). O interesse neste tipo de andlise possibilita a
identificacdo de atividades inibitérias ou estimulatérias nos processos fisioldgicos.
Por exemplo, o aumento nos niveis de GMPc por inibidores da atividade de PDEs

(exemplo, o sildenafil).

Nos métodos ja registrados para analisar a atividade de PDEs pela quantificagdao
de seu substrato ou produto, foram usados is6topos radioativos, substrato fluorogénico
(Hiratsuka 1982; Alajoutsijarvi e Nissinen 1987; Johnson et al. 1987; Schilling et al. 1994),
ou reativo fluorescente para sistema HPLC (Ohba et al. 2001). Estes métodos além de
exigir um reagente de ligacdo, necessitam de um longo periodo de andlise.
No presente trabalho, o método desenvolvido pelo sistema HPLC-MS/MS, demonstrou ser
seletivo e altamente sensivel para quantificacdo dos nucleotideos ciclicos e ndo ciclicos.
N3o foi utilizado para o sistema cromatografico de fase reversa, um reagente de pareamento
i6nico, como dimetilhexilamina (DMHA), minimizando assim, a polui¢do da fonte no
espectrometro (Niessen e Tinke, 1995; Witters et al., 1997). Embora trabalhos mais
recentes de simultanea andlise para nucleotideos (AMP, ADP e ATP), extraidos de célula
de glioma C6 (Quian et al., 2004), tenham demonstrado maior sensibilidade com DMHA

em sistema ES-MS, em modo {on positivo.

A grande vantagem deste método em relacdo aos métodos ja publicados na
literatura para identificacdo de nucleotideos, baseia-se no monitoramento dos nucleotideos
ciclicos e ndo ciclicos ligados a atividade de PDEs, conseguindo obter na atividade
enzimdtica, a identificacdo e quantificacdo do substrato e formac¢do do produto,
simultaneamente. Além de, apresentar andlise rdpida, sensivel e de alta reprodutividade,
confirmado pelos valores de acuricia (70-130%) e coeficiente da variabilidade (<20%)
(European Commission Council Decision, 2002). Era também comprovada a eficcia deste
método, na andlise da atividade de PDEs in vitro, com drogas inibidoras de PDES,

como sildenafil.
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No presente trabalho, também foi estudada a sintese de novos compostos
andlogos de sildenafil, representando uma nova alternativa para o tratamento da DE,
uma patologia relevante, considerando que um em cada cinco homens ja passaram por
experiéncia de disfuncdo erétil e sua incidéncia estd correlacionada com a idade
(Braun et al. 2000; Gresser e Gleiter 2002). Para o estudo destes novos farmacos,
se faz necessdria a compreensdo do mecanismo de acgdo, de seus efeitos e de suas

propriedades farmacocinéticas.

Na década de 80, era conhecido o potencial inibitério do grupo
pirazolopirimidina na PDES, pela possibilidade estrutural deste simular a base de purina do
GMPc na ligacdo com a PDES (Ghofrani et al., 2006). Este foi o primeiro passo para a
sintese de sildenafil, que vem sendo cada vez mais modificado estruturalmente
(Kim et al., 2001a e 2001b; Allerton et al., 2006, Wang et al., 2007) visando prolongar seus
efeitos no tratamento de DE, diminuir seus efeitos colaterais, tornando a droga mais
seletiva para PDES, além de produzir uma droga concorrente ao sildenafil no mercado
mundial, principalmente pelo fator econdmico desta droga, sendo relatada em 2005 como a

farmaco mais vendido no Brasil (IMS Health).

A avaliacdo da inibicdo de PDES de plaquetas humanas pelos andlogos de
sildenafil, in vitro, demonstrou que estas novas estruturas mantém a inibicio da PDES,
provavelmente pelo fato do grupo pirazolopirimidinona, responsdvel pelas ligacdes na
PDES estar livre (Sung et al., 2003; Carson e Lue, 2005). Nesta andlise era observado a
hidrélise de GMPc por PDES e a inibi¢do avaliada pela quantidade de GMP formado.
A inibi¢do de PDES foi concentra¢do dependente das drogas na potencializacdo da inibi¢ao
de SNP. Embora os andlogos de sildenafil tenham apresentado potencial inibitério para
PDES, ndo foram demonstradas diferencgas significativas na inibi¢do de PDES quando
comparados ao sildenafil. Também ndo foi observada diferenca significativa quando
comparados os resultados de inibi¢c@o entre os andlogos. Recentemente, as modificacdes na
estrutura molecular do sildenafil nos grupos sulfonamida ou piperazino conservam a

atividade inibitéria na PDES das novas drogas (Kim et al., 2001c, Wang et al., 2007)
Outro método para avaliar a inibi¢cdo da PDES pelos andlogos de sildenafil € a
inibicdo da agregacdo plaquetdaria. A PDES € expressa em plaquetas, além das

PDE2 e 3 (Soderling e Beavo, 2000; Hidaka e Asano, 1976), e portanto ndo € surpreendente
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que alguns casos de hemorragia prolongada tenham sido reportados em pacientes que
usavam sildenafil (Sheikh et al., 2001; Tzathas et al., 2002). Estes achados clinicos sdo uma
concordincia com dados in vitro que demonstram efeito inibitério de sildenafil na
agregacdo plaquetdria (Halcox et al., 2002; Wallis et al., 1999), mas é importante
considerar que os efeitos adversos clinicos reportados sao raros. Entretanto, na literatura é

questionado o efeito inibitdrio de sildenafil, sozinho, na agregagdo plaquetéria.

Os resultados mostram que sildenafil ndo tem efeito direto, mas aumenta o
efeito inibitério de um doador de NO na agregacdo plaquetdria. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados demonstrados por Wallis et al. (1999) e mais recentemente com
um grupo maior de voluntdrios (n=25), apresentados por Gudmundsdottir et al. (2005).
O efeito inibitdrio de sildenafil na agregacio plaquetdria envolve o aumento dos niveis de
GMPc. O oxido nitrico exdgeno ativa GC a produzir GMPc, a formacdo de GMPc ¢é
mantida pela inibi¢do de PDES5; niveis elevados de GMPc reduzem Ca*™ citosélico livre,
por inibir o influxo e libera¢io de Ca* dos tibulos densos. Niveis baixos de Ca** ndo
desencadeiam a exposi¢do e ativacdo dos receptores de fibrinogénio IIb-Illa para a
agregacdo plaquetdria (Folts et al., 1999). Embora as plaquetas sintetizem oxido nitrico
constitutivo (Radomski et al., 1990a; Radomski et al., 1990b), esta sintese é dependente de
Ca™ intracelular, que no caso de plaquetas é somente elevado durante ativagdo,
contudo niveis aumentados de GMPc por inibicdo de PDES seriam baixo como também

tardios para ter impacto no processo de agregacdo (Gudmundsdottir et al., 2005).

Na agregacdao plaquetdaria os andlogos de sildenafil apresentou efeito
semelhante a inibicao de sildenafil. Nao foi observada inibicdo da agregacdo plaquetdria,
quando as plaquetas eram incubadas com analogos de sildenafil, 3 min, antes da adi¢ao do
agonista. Entretanto, os anpalogos também potencializavam a acdo inibitéria de SNP
(doador de NO), na agregacdo plaquetdria utilizando ADP como agonista.
Nas concentragdes de 0,3 uM sildenafil e andlogos de sildenafil, potencializavam mais de
40% a inibicdo de SNP. Quando comparados os grupos, os andlogos de sildenafil ndo
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quando comparados ao sildenafil e entre
eles, na inibicao da agregacdo plaquetdria. Esta atividade de potencializar a inibi¢do de NO,
na agregacdo, foi confirmada com resultados anteriores de inibi¢do enzimatica de

PDES pelos anélogos de sildenafil, in vitro.
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Seguindo as formas de estudo para abordar um novo farmaco
(Winter et al., 1994), a farmacocinética compreende vdarias etapas: a absorcdo,
a distribui¢@o, a metabolizacdo e a eliminacdo de um farmaco. A avaliagdo da estabilidade
das moléculas em meio 4cido e plasma humano permitiu entender a eficiéncia da molécula
nos modelos in vitro. Os presentes resultados demonstraram que os andlogos foram estaveis

em meio 4cido e em plasma humano, assim como sildenafil.

Estudos in vitro utilizando microssomas de figado humano demonstraram que
75% de sildenafil é biotransformado em desmetil sildenafil (UK-103,320), metabdlito
ativo, pelo CYP3A (Warrington et al., 2000). Uma pequena porcentagem de metabdlito é
formada em razdo da atividade de CYP2C9 (20%), CYP2D6 e CYP2C19 (<2%, juntos)
(Hyland et al., 2001). Warrington et al. (2002) demonstraram que microssomas de rato
formavam metabdlito desmetil sildenafil em altas concentra¢des, quando comparados aos
microssomas humanos. Seus estudos utilizaram inibidores de anticorpos e inibidores de
expressdo de cDNA enzimadtico, identificando o papel do CYP2C11 como o principal
responsavel na formacdo de desmetil sildenafil em figado de ratos, confirmando a
metabolizacdo de sildenafil para desmetil sildenafil, dos estudos in vivo com ratos e
humanos (Walker et al., 1999). A diferenca na biotransformacio entre espécies pode ser
atribuida, em parte, pela diferenca na afinidade enzimdtica da via de metabolizagdo.
Outros estudos demonstram que substratos de CYP3A em humanos sdo comuns como

substrato de CYP2C em ratos, como por exemplo, nifedipina e lidocaina (Smith, 1991).

Os resultados da metabolizacdo de sildenafil em microssomas de rato in vitro,
demonstraram desmetil sildenafil como principal metabdlito de sildenafil, apés 30 min de
incubacdo com microssomas. Entretanto, para os andlogos de sildenafil, ndo foram
observados metabélitos no cromatograma HPLC-UV. E necessdrio um método mais
especifico para assegurar estes resultados, como por exemplo, técnica envolvendo HPLC e

espectrometria de massa, na andlise da metabolizagcao de sildenafil (Weinman et al., 2001).

Na metabolizacdo com hepatdcitos de rato in vitro, sildenafil foi metabolizado
principalmente em desmetil sildenafil, observado no cromatograma HPLC-UV apds
30 minutos de incubagdo. Nos cromatogramas dos andlogos de sildenafil,
apenas o carbonato lodenafil apresentava metabolizacdo, sendo o lodenafil o principal

metabolito formado, apés incubacdo com hepatdcitos de rato in vitro.
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O procedimento para a avaliacdo farmacocinética neste trabalho em cao, i.v. ou
v.0., fornece um método por HPLC-MS/MS, rapido, reprodutivo e preciso para
determinac¢do de sildenafil, desmetil sildenafil, lodenafil, e andlogos carbonato de lodenafil
e anpalogo uretana. Este método demonstrou ser equivalente aos métodos ja descritos na
literatura para determinagdo de sildenafil em plasma, compardvel a outros métodos de
identificagdo de sildenafil por HPLC-MS/MS, que apresentam limite de detec¢do de
0,125-40,0 ng/ml (Wang et al., 2007).

O perfil farmacocinético de sildenafil foi avaliado em cdes sadios da raca
beagle, via intravenoso, e comparado aos andlogos carbonato de lodenafil e andlogo
uretana. Sildenafil € um composto de carater basico fraco (pK,= 6,5) o qual é parcialmente
1onizado em pH fisiologico (Walker et al., 1999) O composto é moderadamente lipofilico
(log D74= 2,7) (Terrentt et al., 1996). Estes parametros fisico-quimicos conferem as
excelentes propriedades de absorcdo observadas com dose v.o. (Smith et al, 1990).
Sildenafil e carbonato lodenafil exibiam um volume de distribuicdo em excesso
(Vd= 2,66 £ 0,004 l/kg para sildenafil e 2,39 + 1,38 I/kg para carbonato lodenafil) ao
volume de 4gua corpérea para o cdo (~0,65 l/kg), indicando um alto grau de
lipossolubilidade da droga nos tecidos. Walker et al. (1999) demonstraram a
farmacocinética e o metabolismo do sildenafil em camundongos, ratos, coelhos,
cdes e no homem. Neste estudo, os valores obtidos em cades (Img/ml, i.v.), foram:
Tipde 5,2 £ 2,1 h, Cl de 12 + 4 ml/min/kg e Vd de 5,2 + 1,6 1/kg, concluindo que a
moderada lipofilicidade e natureza bésica fraca do sildenafil, resultam em extensiva
distribuicao no tecido e clearance por metabolismo. Os resultados da farmacocinética neste
estudo foram equivalentes aos obtidos pelo trabalho de Walker ef al. realizados com cdo,
1.v., para o sildenafil. Era observado T, de 4,48 = 1,4 h, Cl de 0,44 0,14 l/h/kg e

Vd de 2,66 £ 0,004 I/kg para sildenafil ap6s administragdo intravenosa.

Comparando o perfil cinético dos andlogos, i.v., o carbonato de lodenafil
apresentou Cmax de 583 + 446 ng/ml e valores de T/, relativamente curto (0,59 + 0,27 h),
sendo metabolizado em lodenafil, metabdlito desmetil sildenafil dificilmente foi
quantificado. O valor alto do V4 (2,39 + 1,38 I/kg) e o cardter lipofilico que esta droga

apresenta indica uma provdvel distribui¢do desta droga nos tecidos. Para o andlogo uretana
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a quantificacdo dos seus metabdlitos foi relativamente baixa, possivelmente a ligacao de
uretana nas moléculas apresentava boa estabilidade quando administrada i.v. em cao.
Para o carbonato de loenafil, o T;, moderadamente longo v.o. (2,11 £+ 3,00 h),
comparado ao Tj, quando administrado i.v. (0,59 + 0,27 h), sugere que a taxa de absor¢ao
limita a taxa de eliminagdo desta droga. A biodisponibilidade do carbonato de lodenafil
demonstrou rdpida e completa metabolizacdo em lodenafil, provavelmente, seja em grande
parte pelo efeito de primeria passagem dessa via, ocorendo hidrélise na ligacdo carbonato

dessa molécula.
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5- CONCLUSAO
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* O novo método de dosagem da atividade enzimdtica de PDEs por HPLC-MS/MS
apresenta exatiddao, precisdo, sensibilidade e rapidez nas andlises de nucleotideos

(GMPc, AMPc, GMP e AMP), podendo ser utilizado em estudos cinéticos e biomédicos.

= Os resultados sugerem que andlogos de sildenafil inibem PDES do mesmo modo que
sildenafil, in vitro. E aumentam a inibi¢do induzida por NO exdgeno, na agregacao

plaquetdria.

= Ap6s verificar estabilidade dos andlogos, foi identificado como principal metabdlito,
lodenafil para o carbonato de lodenafill. Os andlogos uréia e uretana ndo eram

metabolizados por microssomas e hepatdcitos de rato.

= O carbonato de loenafil é rapidamente biotransformado em lodenafil, apés administracao

via intravenosa e oral em cao.

Como conclusdo, este trabalho apresentou uma nova perspectiva terapéutica
para a disfuncdo erétil, representada pelo carbonato de lodenafil o qual inibe

concentracdo-dependente a atividade de PDES.
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