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O sildenafil, inibidor especifico de PDES, ¢ utilizado no tratamento da disfuncdo erétil.
Na procura de um inibidor mais potente e seletivo de PDES, testamos vinte novos analogos
do sildenafil (6a-v), caracterizados pela presenca de um grupo sulfonil ou de um
substituinte n’n’etilendiamina na posi¢ao do grupo metil da piperazina. Os objetivos deste
trabalho foram: 1) Avaliar a atividade inibitoria da PDES de plaquetas humanas; 2) Avaliar
o efeito relaxante dos anédlogos do sildenafil em corpo cavernoso de coelho; 3) Avaliar o
efeito relaxante dos analogos do sildenafil em anéis de aorta de coelho. Foi utilizado sangue
de voluntarios sadios para a atividade inibitoria da PDES5 e coelhos New Zealand machos
(2-3 kg) procedentes do CEMIB-UNICAMP para os estudos funcionais. Os animais foram
anestesiados com uretana, o corpo cavernoso € a artéria aorta foram rapidamente
removidos. O tecido cavernoso e anéis de aorta foram montados em banho para 6rgao
isolado contendo solugdo de Krebs (37°C, 95% O, / 5% CO,). Os tecidos foram ligados a
transdutores isométricos conectados a um sistema PowerLab® de aquisicio de dados.
Nossos resultados mostraram que a atividade inibitéria da PDES induzida pelos andlogos
do sildenafil em plaquetas humanas foi de maneira dependente da concentragdo. Os
compostos 6m, 6n e 6q mostraram valores elevados de ICsy para inibir a PDES plaquetaria,
enquanto que os compostos 6a, 6b, 6d, 6g ¢ 6p produziram inibicdo inferior a 50%. A
poténcia inibitoria (ICsp) dos compostos 6c, 6e, 6f, 6h, 6i, 61 ¢ 60 foi similar ao sildenafil
(ICsp: 0,05 uM) com valores variando entre 0,05 e 0,15 pM. Os andlogos que derivaram da
molécula n’n’etilendiamina (6r, 6s, 6t ¢ 6v) mostraram uma boa atividade inibitéria com
valores entre 0,20-0,51 uM. Interessantemente, o composto 6u mostrou uma poténcia de
0,04 uM, o qual representou o menor valor obtido dos anélogos do sildenafil. Nos estudos

funcionais, todos os andlogos do sildenafil, a excecdo do andlogo 6m, relaxaram
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preparacdes de corpo cavernoso de coelho de maneira dependente da concentragdo.
Particularmente, o andlogo 6f mostrou o melhor perfil farmacologico no relaxamento, com
poténcia similar ao sildenafil, e pode servir de base para o desenvolvimento de novos
inibidores de PDES para o tratamento da disfunc¢do erétil. Além disso, nossos resultados
mostraram que os analogos do sildenafil produzem relaxamento dependente da
concentragdo em anéis de aorta de coelho com endotélio integro ou removido. Somente o
analogo 6b e 6m apresentaram valores de poténcia inferiores quando comparados ao
sildenafil em tecidos com endotélio integro. A remog¢do do endotélio ou a adi¢do do L-
NAME ou do ODQ (inibidor da NO sintase e da guanilil ciclase solivel, respectivamente)
em tecidos com endotélio integro, provocou deslocamento a direita para o sildenafil e seus
analogos, a exce¢do do 6r e 6u que nao apresentaram diminui¢ao da poténcia decorrente da
inibi¢do do NO, seja pela remog¢do do endotélio, pela inibi¢do da NO sintase ou pela
inibicdo da guanilil ciclase soluvel. Nossos dados também mostram que o 6r e 6u, em
combinagdo com o BAY 41-2272, aumentam a poténcia evocada por estes analogos tanto
em anéis de aorta com endotélio integro ou removido. O relaxamento evocado pelo
sildenafil, 6r e 6u nio envolve a participacdo de canais de potassio e de calcio, nem
envolve a formacdo de prostandides. As respostas relaxantes destes dois analogos ndo
foram alteradas em tecidos desprovidos de endotélio, mostrando-se independentes da via
NO/GMPc. Isto sugere que estes dois andlogos podem ser de particular interesse em

patologias decorrentes de disfuncdo endotelial.
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ABSTRACT

xli




Sildenafil, a ¢cGMP-specific phosphodiesterase-5 (PDES) inhibitor, is used for the
treatment of erectile dysfunction. In the search for a potent and selective PDES inhibitor,
new sildenafil analogues (6a-v), characterized by the presence on the sulphonyl group in
the 5’ position of novel N-4-substituted piperazines or ethylenediamine moiety, were
synthesized. The aim of this work was 1) To evaluate the PDES inhibitory activity in
human platelets; 2) To evaluate the relaxing effect of sildenafil analogues in rabbit corpus
cavernosum; 3) To evaluate the relaxing effect of sildenafil analogues in rabbit isolated
aorta. Blood from human volunteers were collected and used for PDES inhibitory activity
and Male New Zealand rabbit (2-3 kg) for functional studies. The rabbits were
anaesthetized with urethane and sacrificed. The cavernosal tissue and aortic rings were
mounted in organ bath containing Krebs solution (37°C, 95% O, / 5% CO,). Each tissue
was connected to an isometric transducer which was connected to a data acquisition system
Powerlab”. Our results showed that sildenafil and its analogues concentration-dependently
inhibited PDES activity in human platelets. Compounds 6ém, 6n and 6q showed higher
values of ICsg to inhibit PDES5 of platelets, whereas compounds 6a, 6b, 6d, 6g and 6p did
not reach 50% of inhibition. The inhibitory potency of PDES for 6c¢, 6e, 6f, 6h, 6i, 61 and 60
were similar with sildenafil (ICsp: 0,05 pM) with values between 0,05-0,15 pM. Derived
analogues from n’n’ substitution showed great PDES inhibitory activity. Interesting,
compound 6u exhibited greater ICsy value (0,04 uM). In functional studies, all sildenafil
analogues with exception of 6m, relaxed concentration-dependently rabbit corpus
cavernosum. Compound 6f exhibited great pECsy value in corpus cavernosum and could be
used as base for developing new PDES inhibitors. Moreover, our results showed that

sildenafil analogues concentration-dependently relaxed both endothelium-intact and -
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denuded aortic rings with similar potency values of sildenafil. Compounds 6b and 6m
showed lower values of potency when compared to sildenafil in endothelium intact.
Endothelium denudation or addition of L-NAME or ODQ (NOS and sGC inhibitors,
respectively) caused marked rightward shifts in the curve to sildenafil and its analogues,
whereas the relaxation curves for 6r and 6u were not altered after endothelium removal or
either by the NO synthase or sGC inhibition. Moreover, our data also suggest that
compound 6r and 6u increased the potency values in combination with BAY 41-2272 in
both intact and denuded endothelium. The relaxation evoked by sildenafil, 6r and 6u does
not involve either calcium or potassium channels or prostanoids formation. The relaxing
responses by these compounds were independent of NO/cGMP pathway, suggesting that

these compounds may be used in several diseases involving endothelium dysfunction.
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1. INTRODUCAO
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As fosfodiesterases (PDEs), enzimas que tém como principal fungdo celular finalizar o
sinal deflagrado pelos nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc, controlam o grau de hidrolise
destes nucleotideos, catalisando a reagdo de hidrolise da unido do 3-fosfoéster sobre o
AMPc ou GMPc (Beavo, 1995). Isto transforma estes segundos-mensageiros em seus
metabolitos inativos, os nucleotideos 5’-AMP ou 5’-GMP (Texeira et al., 1997; Torphy,
1998). Atualmente, hd onze familias de PDEs descritas as quais variam de acordo com a
seqiiéncia homoldgica e propriedades bioquimicas (Soderling e Beavo, 2000; Cote, 2004).

A fosfodiesterase tipo 5 (PDES), enzima seletiva para GMPc, encontra-se amplamente
distribuida no musculo liso vascular e ndo vascular, plaquetas, rins, pulmdes € no corpo
cavernoso, e se caracteriza por controlar a via de sinalizagdo do GMPc/PKG, especialmente
em baixas concentracdes de calcio (Rybalkin et al., 2003). As principais indicagdes
terapéuticas para o uso dos inibidores da PDES sdo a disfungdo erétil e a hipertensdo
pulmonar idiopatica, embora possam ser usados para as desordens, como hipertensao
arterial sistémica e hiperplasia prostatica (Bella et al., 2007). Diversos efeitos colaterais
como cefaléia, rubor facial, congestdo nasal, dispepsia e transtornos visuais tém sido
relacionados ao uso dos inibidores da PDES. Embora alguns destes efeitos secundérios,
como deficiéncia visual, tenham sido atribuidos a inibicdo da PDEG6, dados recentes
mostram que a retina humana contém isoformas tanto da PDE5 como da PDE6 (Foresta et
al., 2008).

O sildenafil, o primeiro de uma nova classe de compostos usado por via oral para o
tratamento da disfuncdo erétil, ¢ um inibidor potente e seletivo da PDES. Esta PDE ¢ a

principal isoforma responsavel pela degradagdo de GMPc no corpo cavernoso (Ballard er
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al., 1998; Corbin e Francis, 1999), causando aumento dos niveis de GMPc, que resulta em
relaxamento do musculo liso, influxo de sangue no tecido erétil e ere¢do peniana.

Assim, a PDES5 torna-se um alvo terapéutico de grande importancia devido as
numerosas publicagdes relativas a concepcao, sintese e otimizagdo de novos inibidores de
PDES tais como tadalafil (Cialis™), vardenafil (Levitra™), Helleva (Cristalia; Toque et
al., 2008a) e outros compostos que estdo sob ensaios clinicos (Udenafil; Ji et al., 2007).
Portanto, inibidores mais potentes ¢ mais seletivos de PDES, administrados por via oral,
podem ter grande potencial farmacoldgico para o tratamento da disfungdo erétil e da
hipertensdo pulmonar. No presente trabalho, baseamo-nos na estrutura do sildenafil para
testar uma série de andlogos deste composto onde o grupamento metil-piperazina foi
substituido por outras moléculas de cadeia alifatica ou ciclica. Além disso, para investigar a
importancia do grupamento piperazina, esta molécula foi substituida pela n’n’-
etilendiamina. Estas alteragdes levaram a sintese de vinte analogos do sildenafil
denominados 6a-v, os quais foram preparados por sintese tradicional e sintetizados em um
micro forno. Estes vinte andlogos foram investigados, quanto ao mecanismo de agdo na

musculatura lisa vascular de coelhos (aorta e corpo cavernoso) e plaquetas humanas.
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1.1. Endotélio Vascular

Os vasos sanguineos possuem trés camadas principais, a camada adventicia (constituida
de tecido elastico), a camada média (composta de células musculares lisas), ¢ a camada
intima ou limen (constituida por células endoteliais). Até o século passado, o endotélio era
considerado apenas um conjunto de células homogéneas, com a fun¢do unica de revestir
internamente os vasos sanguineos separando o espaco intravascular do extravascular,
garantindo uma superficie lisa para a corrente sanguinea. Somente a partir da década de 60,
através de estudos de microscopia eletronica, ¢ que foi revelada a grande complexidade
ultraestrutural das células endoteliais. Posteriormente, o isolamento e o cultivo in vitro
destas células permitiram estudos detalhados de suas propriedades metabolicas e
funcionais. Atualmente, sabe-se que as células endoteliais sdo responsaveis pela sintese,
metabolismo e liberagdo de grande variedade de mediadores que regulam a permeabilidade
vascular, o metabolismo de substancias enddgenas e exogenas e atividade plaquetéria e
leucocitaria (Ignarro, 2002).

A partir dos achados por Furchgott e Zawadzky (1980), sabe-se que as células
endoteliais liberam diferentes substancias que regulam o tonus das células do musculo liso
vascular. Dependendo do leito vascular, o endotélio libera uma variedade de fatores
relaxantes e contrateis (Furchgott e Vanhoutte, 1989). Dentre estes fatores, encontramos o
oxido nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), prostandides
(como a prostaciclina, o acido epoxieicosatriendico, o tromboxano Aj;), a endotelina-1, a

angiotensina II, e o anion superdxido (Oy).
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1.2. Oxido Nitrico (NO)

O NO esta envolvido em uma série de fungdes no organismo, incluindo relaxamento de
musculo liso e neurotransmissao no sistema nervoso central e autonomo (Moncada et al.,
1991; Garthwaite, 1995), sendo a maior parte de seus efeitos mediada pela estimulagao
direta da guanilato ciclase soluvel (GCs; Lucas et al., 2000).

As enzimas responsaveis pela geracdo de NO sdo conhecidas como NO sintases (NOS)
e catalizam a oxidacdo do nitrogénio do grupamento guanidino da L-Arginina (L-Arg),
formando NO e L-citrulina em duas etapas, com a formagdo do intermediario N“-hidroxi-
L-arginina (Figura 1, Marletta, 1988, 1993; Marletta et al, 1988; Feldman et al., 1993;

Fukuto e Chaudhuri, 1995; Ignarro e Murad, 1995; Kerwin et al., 1995).

HN HO—N @]
>\—NH2 \>—NH2 >—NH2
HN NADPH HN 1/2 NADPH HN
0 Ho O n0
H,N H.N H,N
COOH COOH COOH
L-Arginina Ne-hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 1: Formag&o do 6xido nitrico (NO) a partir da L-arginina pela a¢éo da oxido nitrico sintase (NOS).

Trés isoformas de NOS (NOS I, II e III) sdo codificadas por trés genes diferentes e
podem ser classificadas em duas familias: NOS constitutiva (NOS 1 ¢ NOS III) e NOS
induzivel (NOS 1II). As NOS constitutivas foram primeiramente caracterizadas em
neurdnios (NOS I ou nNOS) e em células endoteliais (NOS III ou eNOS), respectivamente,

sendo reguladas pelo complexo Ca®’/calmodulina (CaM). Estas isoformas produzem
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pequenas quantidades de NO por curtos periodos de tempo (segundos a minutos), e, neste
caso, o NO parece desempenhar fungdes regulatdrias na neurotransmissdo € no sistema
cardiovascular. A NOS II (iNOS) foi primeiramente isolada de macrofagos estimulados
com lipopolissacarideo e interferon-y. Esta enzima ¢ essencialmente calcio (Ca®")-
independente e pode produzir NO por longos periodos (horas a dias) apos sua expressao
(Knowles e Moncada, 1994; Forstermann et al., 1994; 1998; Forstermann e Kleinert, 1995;
Ignarro e Murad, 1995).

O N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) inibe todas as isoformas da NOS. Outros
analogos da L-Arg, substituidos no mesmo grupamento, também sdo capazes de inibir a
atividade da NOS. Neste caso, a inibi¢do ocorre em graus variaveis e mecanismos distintos;

porém, todos envolvem a ocupacdo do sitio ligante para o substrato (Mayer e Andrew,

1998; Boucher et al., 1999).

1.2.1. Sinalizacdo Intracelular Mediada pelo NO

A GCs ¢ expressa no citoplasma de quase todas as células de mamiferos e desempenha
varias fungdes, como inibi¢do da agregacdao plaquetdria, relaxamento do musculo liso,
vasodilatagdo, transdugdo de sinais em neurdnios ¢ imunomodulagdo (Collier e Vallance,
1989). A GCs ¢ um heterodimero composto de subunidades o e 3, com massas moleculares
de 77 e 70 kDa, respectivamente (Koesling et al., 1991; Schulz et al., 1991; Hobbs, 1997).
Cada subunidade cont¢ém um dominio regulatoério N-terminal (grupo prostético heme e
regido de dimerizagdo) ¢ um dominio catalitico C-terminal. A expressao das duas

subunidades € necessaria para a atividade catalitica (Harteneck et al., 1990; Buechler et al.,

1991).
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A presenca do grupo prostético heme ¢ necessaria para a ativagdo da GCs pelo NO
(Gerzer et al., 1982; Ignarro et al., 1982; Ohlstein et al., 1982). O grupo heme corresponde
a um anel de cinco membros, contendo quatro atomos de nitrogénio que circundam um
atomo de ferro na posigio central, o qual pode ser encontrado como Fe*" (forma reduzida)
ou Fe’" (forma oxidada). O quinto membro do anel na GCs ¢ um ligante axial imidaz6lico
na posicdo His105 (Stone e Marletta, 1994). A mutacdo deste aminoacido, localizado
proximo ao N-terminal da subunidade f3;, determina a incapacidade da GCs de se ligar ao
grupo heme, resultando em uma enzima insensivel ao NO (Wedel et al., 1994).

O NO ativa a GCs por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um complexo
heme-ferrosonitrosil. A ligagdo do NO promove a quebra da ligagdo entre a His105 axial e
o ferro. Isto resulta em um anel onde o NO est4 presente na quinta posi¢ao, criando assim
uma mudanca conformacional capaz de ativar a GCs (Lucas et al., 2000). Esta ativacao
causa elevacao nos niveis de GMPc, o qual ¢ clivado a partir do GTP pela GCs (Rapoport e

Murad, 1983; Lucas et al., 2000).

1.3. Mecanismo de Relaxamento do Musculo Liso Vascular

1.3.1. Via NO/GMPc

Uma variedade de processos fisiologicos no sistema cardiovascular, entre estes a
regulacdo do tonus vascular, sdo controlados pela via do NO/GMPc (Dinerman et al., 1993;
Ignarro, 2002). Na regulagdo do tonus vascular, o NO liberado da célula endotelial reage
com o ferro ferroso no grupo heme prostético da GCs, ativando esta enzima. Isto leva ao

aumento da formacdo de GMPc, que por sua vez ativa a proteina quinase dependente de
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GMPc (PKG) e relaxa a musculatura lisa vascular (Murad, 1988). Embora a via
GMPc/PKG seja considerada a principal via responsdvel pelo relaxamento vascular
induzido pelo NO, estudos mostram que o NO pode também promover relaxamento por
mecanismos independentes de GMPc e/ou de PKG (Hussain et al., 1997; Garland et al.,
1998). Desta forma, o NO ¢ capaz de promover relaxamento vascular por mecanismos
dependentes e/ou independentes da ativagdo da enzima GCs, dependendo do tecido
biologico e da espécie animal experimentalmente utilizados. No musculo liso vascular, os
mecanismos propostos para o relaxamento mediado pela via NO/GMPc incluem ativagio
da PKG levando a redugdo da concentragdo citoplasmatica de cdlcio ([Ca2+]c),
desfosforilagdo da cadeia leve de miosina e interagdo com o aparato contratil, desativando
o complexo Ca”"-calmodulina (Karaki ef al., 1997). Pode ainda haver ativagdo dos canais
de potassio levando a hiperpolarizacao celular (Horowitz et al., 1996).

O GMPc induz relaxamento no musculo liso por dessensibilizagdo ao aparato contratil
para o Ca’e por diminuicdo da concentracdo de célcio intracelular ([Ca®]y). Desta forma,
0 GMPc poderia afetar a [Ca>"]; por quatro vias diferentes: 1) redugdo da entrada e aumento
de saida de Ca”"; 2) ativagdo da bomba Ca**ATPase e trocas de Na'/Ca’"; 3) aumento de
seqiiestro de Ca”" pelo reticulo sarcoplasmatico (RS); 4) diminuigdo na mobilidade de Ca*"
através da inibicdo do receptor IP; (trifosfato de inositol) no reticulo sacoplasmatico. O
GMPc ¢ rapidamente inativado e convertido a 5’GMP pela atividade dos nucleotideos
ciclicos das fosfodiesterases. Entretanto, a concentracdo de GMPc no musculo liso vascular
depende principalmente do balancgo entre a produ¢do de GMPc pela GCs e a degradacdo
deste pela PDE, que representa a unica via de metabolismo para este segundo mensageiro

(Maurice et al., 2003; Rybalkin et al., 2003).
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1.3.2. Participacdo dos Canais de Potdssio

A abertura dos canais de potassio facilita a hiperpolarizacdo da membrana promovendo
vasodilatagdo, entre outros efeitos. Quando inibidos, os canais de potassio sdo incapazes de
transportar ions K’ para o meio extracelular, deixando assim o interior da célula mais
positivo resultando em despolarizagdo. Ao contrario, substancias que promovem a abertura
de canais de potassio causam vasodilatagdo (Archer, 2002). Além disso, o GMPc pode
causar hiperpolarizacdo da membrana pela ativagdo de canais de potdssio via proteinas
quinases dependentes de GMPc (Robertson et al., 1993; Taniguchi et al., 1993) ou da
bomba de sédio.

Com base na nomenclatura farmacoldgica convencional, quatro diferentes tipos de
canais de potassio sdo encontrados na maioria das células musculares lisas vasculares: (1)
canais de potéssio dependentes de voltagem (K,), (2) canais de potassio sensiveis ao Ca*"
(Kca), 0s quais sdo estimulados pelas mudangas nos niveis de Ca? intracelular, estes canais
sdo essencialmente de baixa (SK¢,) e de alta (BK(,) condutancia; (3) canais de potassio
sensiveis a0 ATP (Karp), 0s quais respondem a mudangas metabolicas celulares; (4) canais
de potassio retificador interno (Kir) que medeia a elevagdo de K intracelular em artérias de

pequeno calibre.

1.4. Mecanismo de Contracao do Misculo Liso Vascular

~ , . ’ 2+ ISP r
A contra¢dao no musculo liso vascular é controlada pela [Ca”™ ];. O célcio intracelular ¢

armazenado particularmente no reticulo sarcoplasmatico (RS), que, em estado de repouso,
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¢ de aproximadamente 100 nM, enquanto que no meio extracelular, a concentra¢do de
célcio é cerca de 2,4 mM. E este gradiente de concentragio que favorece o influxo de Ca*".
Além disso, o meio intracelular ¢ mais eletronegativo que o meio extracelular, favorecendo
o influxo de Ca®" (Missiaen et al, 1991). A [Ca®']; ¢ mantida em niveis basais através de
mecanismos de transporte ativo (que transportam o Ca”" através da membrana plasmatica) e
a permeabilidade normalmente baixa da membrana plasmatica e da membrana do RS ao
Ca®". Assim, a regulacio da [Ca®’]; envolve o controle do influxo e do efluxo de Ca’" e
inibi¢do da liberagdo e/ou aumento do armazenamento do Ca®" no RS.

A contragdo das células do musculo liso vascular inicia-se com o aumento da [Ca®'];,
que pode ocorrer através da liberagio de Ca*" dos estoques do RS e/ou pelo aumento do
influxo de Ca*" do espago extracelular. O Ca*" liga-se & calmodulina, formando o complexo
Ca*'-calmodulina, ativando a enzima quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), que
fosforila a cadeia leve da miosina. Esta interage com a actina e o trifosfato de adenosina
(ATP), resultando em uma ligacdo forte entre as duas proteinas (miosina-actina), levando a
contragdo muscular. A redugio da [Ca*"]. desfaz o complexo Ca*"-calmodulina, que inativa
a MLCK e ativa a enzima fosfatase da cadeia leve de miosina, que tem como funcdo
desfosforilar a cadeia leve da miosina, promovendo assim o relaxamento muscular
(Rembold, 1992; Karaki et al., 1997).

O aumento no influxo de Ca®>" pode ocorrer por diversas vias incluindo canais de calcio
regulados por voltagem, canais regulados por ligantes, troca de Na™-Ca”" e canais operados
por estoque (SOC). Por outro lado, o efluxo de Ca*" depende de uma ATPase dependente
de Ca®", semelhante & ATPase dependente de Na"/K" que bombeia Na" para fora da célula

em troca de K. O clcio pode também ser expulso das células em troca de trés Na™ por um
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Ca®' e, por conseguinte, produz uma corrente de hiperpolarizagdo efetiva ao expulsar o
Ca*".

O agonista a;-adrenérgico fenilefrina caracteriza-se por aumentar a [Ca’"]. através da
liberacao dos estoques intracelulares de calcio (RS) e por aumentar a permeabilidade da
membrana aos ions Ca’". Este agonista interage com seu receptor promovendo a ativagdo
da enzima fosfolipase C (PLC), que leva a hidrolise do fosfatidil inositol 4,5 bifosfato
(P;P;) da membrana plasmatica formando dois segundos mensageiros, o diacilglicerol
(DAG) ¢ o IP5. O DAG, juntamente com os fons Ca’", ativam a proteina quinase C (PKC),
formando o complexo DAG-Ca**-PKC, que promove a fosforilacdo de diversas proteinas
intracelulares. Isto leva a fosforilacdo e abertura de canais de Ca’" da membrana
plasmatica, promovendo aumento da permeabilidade da membrana para os fons Ca*". O IP;
difunde-se através do citoplasma para se ligar a seu receptor na membrana do RS. A
ativagio de seu receptor promove liberacio do Ca’” armazenado no RS e um rapido
aumento no Ca”" citoplasmatico, iniciando a resposta contratil (Horowitz et al., 1996).

A contragao estimulada pela fenilefrina apresenta duas fases. Uma fase inicial ou
contracio fasica (devido a liberagdo de Ca’" do RS) e outra de contrag¢io tonica ou mantida
(ativada pela PKC que fosforila canais para Ca®” da membrana plasmatica estimulando o

influxo de Ca®" extracelular).

1.5. Sildenafil

O citrato de sildenafil, aprovado pela Food Drug Administration (FDA) para o
tratamento oral da disfuncdo erétil (Ballard et al., 1998; Goldstein et al., 1998; Wagner,
1998), tem alta seletividade de inibi¢do para a PDES (Corbin e Francis, 2002). E de amplo
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conhecimento que em corpo cavernoso, o NO liberado das terminagdes nervosas nao-
adrenérgicas nao-colinérgicas (NANC) e do endotélio dos sinusodides durante estimulo
sexual ativa a enzima GCs, causando, conseqlientemente, aumento na concentracao
intracelular de GMPc, que ¢ prontamente hidrolisado pela PDES. A inibi¢do da PDES5 pelo
sildenafil previne a degradacao deste nucleotideo e potencializa o relaxamento do musculo
liso, aumentando o influxo arterial que leva a oclusdo venosa no tecido erétil. Estes efeitos
resultam na melhora da ere¢do peniana em individuos com disfungdo erétil (Figura 2;
Moreland et al., 1998).
Estudos in vitro mostram que o sildenafil

Sexual arousal

tem maior afinidade pela PDES em relacdo as  gdotelial

Nerve
cell \ l A/stimulation

o Nitric oxide
outras PDEs.  Esta  seletividade (de (NO)
aproximadamente 4000 vezes para a PDES Guanylyl
cyclase
versus PDE3) ¢ importante, pois a PDE3 esta m
Sildenafil
. o GMP —————» 5.
envolvida no controle da contratilidade o ¢ l poES O
cardiaca. O sildenafil é apenas 10 vezes mais Decteased
a
potente para a PDES, quando comparada a l
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. . . 1. ti
PDES6, enzima encontrada na retina. Acredita- relamation

Penile erection
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Figura 2: Diagrama mostrando o mecanismo de a¢do

do sildenafil. Apdés um estimulo sexual o NO é
liberado do endotélio e das terminagdes nervosas no
corpo cavernoso do pénis. O NO interage com a GCs
visdo, os quais sdo observados com doses favorecendo a formagéo do GMPc através do GTP. O
aumento de GMPc causa relaxamento do musculo
liso cavernoso produzindo ere¢do do pénis. O
sildenafil preveni a degradagéo do GMPc inibindo a
PDE5, aumentando os niveis de GMPc e
2006) Os efeitos colaterais clinicamente favorecendo o relaxamento e a eregéo.

base para efeitos adversos relacionados a

ou niveis plasmaticos mais altos (Wright,
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importantes do sildenafil estdo relacionados a inibigdo ndo-seletiva de outras PDEs,
particularmente a PDE1 e a PDE6 (Beavo, 1995). Nauseas, cefaléia, congestdo nasal,
dispepsia, rubor facial e distirbios visuais sdo os mais comuns, ¢ dose-dependentes. O
sildenafil ¢ contra indicado em individuos cardiopatas que estdo sob tratamento com
nitratos, uma vez que a combinacdo de nitratos com o sildenafil resulta em hipotensao
arterial grave (Goldstein et al., 1998; Morales et al. 1998).

O Sildenafil, ap6s administracdo oral ¢ absorvido num 95%, porem ¢ reduzido com
uma biodisponibilidade absoluta de 41%, devido ao metabolismo de primeira passagem.
(Nichols et al., 2002). A concentracdo maxima no plasma ¢ de 60 minutos, mas isso pode
aumentar por mais 60 minutos se for administrado com uma refei¢ao caldrica, com redugao
na concentracdo plasmatica (Cpax)de 29%. Aproximadamente 96% do sildenafil e seus
metabolitos apresentam-se ligados a proteinas plasmaticas (albumina e glicoproteinas). A
ligacdo reversivel entre o sildenafil e seu metabolitos determina a concentragdo livre da
droga que causa seus efeitos no musculo liso por inibir sua enzima alvo. Estudos em
microssomas de figado humano mostraram que 75% do sildenafil ¢ metabolizado pela
enzima CYP3A4 e o restante pela enzima CYP2C9. O UK-103,320, metabolito principal
do sildenafil, apresenta caracteristicas similares ao composto de origem, com meia-vida de
quatro horas (Boolell et al., 1996; Cooper et al., 1997; Warrington et al., 2002). Inibidores
de CYP3A4 (eritromicina, ketoconazol) aumentam a concentragdo do sildenafil no plasma
por inibir a metabolizag¢do do sildenafil.

Alem do sildenafil, o FDA aprovou em 2003 dois novos inibidores de PDES, o
vardenafil (Levitra™) e o tadalafil (Cialis™) para ser administrados por via oral para o

tratamento da disfung@o erétil. Estes trés inibidores apresentam estrutura muito similar ao
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GMPc e competem com o substrato pelo sitio catalitico da enzima. A estrutura quimica do
vardenafil ¢ muito similar ao sildenafil, mas diferem com a estrutura quimica do tadalafil.
Estas trés moléculas contem um sistema de anel duplo heterociclico nitrogenado,
simulando a base purina do GMPc o qual interagem no mesmo sitio catalitico da PDES. A
diferenca do vardenafil comparado com o sildenafil radica na posi¢do do nitrogénio no
grupo pirazolopirimidinona e do grupo etilo na molécula da piperazina. Estudos in vitro em
enzima de PDES purificada de corpo cavernoso humano, vardenafil apresentou um menor
valor de inibi¢do de ICs (0,14 nM) comparado ao sildenafil (3,5 nM) e tadalafil (6,7 nM;
Phillips et al., 2002). Recentemente, o Udenafil e o Helleva (Cristalia) foram relatados

como novos inibidores de PDES (Figura 3).

Tadalafil
(Cialis™)
o Me Q Me o
){r( J\ﬁ ! N
- —

O\\S Yy HN\ NN O\\S 0 HN\ AN 1\{ | NH Q0 N
Sisendivacantihsate
N Pr N Pr

Me” OEt Et” OEt CH,0

Sildenafil Vardenafil Udenafil

(Viagra™) (Levitra™)

Figura 3. Estrutura quimica do GMPc e dos inibidores de PDES5.
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1.6. Fosfodiesterases (PDEs)

As PDEs apresentam em sua estrutura trés dominios funcionais: um dominio catalitico
(similar entre as diferentes familias de PDE, apresentando identidade >50% dos
aminoacidos), uma regido N-terminal (com funcdo de regulacdo em varias familias de
PDEs) e uma regido C-terminal (seu papel funcional especifico ainda ndo estd claro, mas
sugere-se que este dominio seja importante para a dimerizagdo da PDE4; Rybalkin et al.,
2003). Estes trés dominios estdo conectados por regides flexiveis, o que permite que os
dominios N ou C-terminais conectem-se sobre a regido catalitica, modulando o acesso do
substrato a esta por¢do. Isto proporciona um mecanismo pelo qual os reguladores
alostéricos possam incrementar ou diminuir a atividade enzimatica alterando a estrutura
terciaria da enzima (Conti et al., 1995; Torphy, 1998).

A PDES, inicialmente identificada no pulmao e subseqiientemente purificada e clonada
(Lincoln et al., 1976; Francis et al., 1980), esta presente nas plaquetas, corpo cavernoso,
células do epitélio gastrintestinal, células de purkinge do cerebelo e em niveis elevados no
tecido muscular liso (Shimizu-Albergine ef al., 2003). E considerada a principal enzima
responsavel por finalizar o efeito do GMPc, gerado pela liberagdo do NO das terminagdes
nervosas ¢ das células endoteliais vasculares. Assim, os inibidores da PDE5 aumentam e
prolongam o efeito do GMPc.

A PDE5 ¢ um homodimero, sendo que cada subunidade é composta de 875
aminodcidos, e apresenta um dominio regulatorio na por¢do amino-terminal e um dominio
catalitico na porgdo carboxi-terminal. O dominio regulatéorio contém um sitio de
fosforilacdo (ser-92), dois sitios alostéricos e uma por¢do do dominio de dimerizacio
(Figura 4). O sitio de fosforilagdo pode ser fosforilado pela PKA ou PKG, resultando num
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aumento de 50 a 70% da atividade enzimatica ppE5 INHIBITOR
Sl Idenaﬁl Catalytic Domain

(Corbin e Francis, 1999). Os sitios alostéricos Varde“afit@ d ﬁ

estdio ligados ao GMPc, tendo sido /\/./:ff}* & @M
cGMP @ '-15/ 7Allosteric%d'ng
recentemente definidos como GAF A ¢ GAF B b &\
Regulatory Domain b @ CGMP
(constituidos por adenil ciclase, fator de
. . ®’ N:-iz
transcrigdo bacterial Fhl1A e o GMPc). O %

dominio catalitico contém dois sitios de

. - 2+ , . L, .
ligacdo para o Zn~ e o sitio catalitico ligado ao Figura 4. Diagrama do modelo de agéo da

. . PDES5 (Corbin et al., 2004).
GMPc. Quando o GMPc ocupa o sitio catalitico,

cliva o lago fosfato ciclico do GMPc, levando assim a sua forma linear inativa, o 5-GMP. A
interagdo GMPc ou sildenafil no sitio catalitico da PDES estimula os sitios alostéricos, que
permite a fosforilagdo do dominio regulatério da PDES pela PKG. A fosforilagdo da PDES
aumenta a afinidade do sitio catalitico e do sitio alostérico para GMPc. Estas mudangas
resultam em feedback negativo de GMPc. Isto significa que, pela elevagdao do GMPc, o
sildenafil aumenta sua afinidade de ligagdo, amplificando sua eficacia (Corbin e Francis,
2002). Estudos em cristalografia demonstram que o sitio catalitico da PDES5 apresenta
quatro subsitios: (1) sitio de ligagdo M, onde o Zn" ou o Mg*" véo se ligar promovendo
uma melhor estabilidade; (2) sitio de ligacdo Q, no qual o grupo pirazolopirimidinona
interage; (3) sitio hidrofébico H, onde o grupo etoxifenil do sildenafil vai se ligar e
variagdes nesta regido sdo responsaveis pela seletividade aos inibidores; (4) sitio lipofilico
L, onde o grupo metilpiperazina interage (Sung et al., 2003). Trés isoformas diferentes de
PDES foram relatadas (A, Az, Aj) e identificadas no cromossomo 4q26 (Loughney et al

1998). Estas isoformas s6 diferem no dominio N-terminal. A PDES5 A1, conhecida como
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PDE especifica e de ligacdo ao GMPc, parece estar expressa em quase todos os tecidos que
contém a PDES, sendo a PDE humana muito similar a bovina, pois contém somente 10
aminoacidos adicionais no dominio N-terminal. A PDE5 A2 contém um fragmento
pequeno de aminoacidos na por¢ao N-terminal e estd presente em muitas espécies (Kotera

etal., 1999). A PDES A3 esta presente somente em tecido humano (Lin et al., 2000).

1.7. Justificativa e Relevancia para a Sintese de Analogos do Sildenafil

Alguns autores, apds uma série de andlises da relacdo estrutura-reatividade do
sildenafil, sugeriram que o fragmento 2-alcoxi contribui para a manuten¢do de uma co-
planaridade com o grupo NH da pirimidinona o que aumentaria a atividade e especificidade
da molécula (Kim er al., 2001a). Outros autores sugeriram que o grupo sulfonamida
(posicdo 5’ arilico) ndo ¢ essencial para atividade inibitoria do sildenafil, e testaram a
introducao de outros substituintes (com cadeia linear ou ciclica); os resultados foram
satisfatorios quando comparados ao sildenafil (Truss e Stief, 1998; Kim et al., 2001b).
Além disso, a presenca da cadeia alquilica no grupo pirazdlico parece ser essencial para a
atividade da molécula (Al-bojuk et al., 2001).

Visando minimizar os efeitos adversos do sildenafil, ¢ com a finalidade de encontrar
uma molécula com melhor especificidade de inibi¢ao de PDES, vinte analogos do sildenafil
(Apéndice A) foram sintetizados pelo Dipartimento di Chimica Farmacéutica da Universita
di Napoli “Federico II”. A estrutura quimica destes andlogos foi devidamente patenteada e
a apresentacao destes compostos leva em consideracao trabalhos previamente publicados e,
obviamente, a viabilidade sintética das mesmas. O racional para o desenho destes vinte

analogos do sildenafil esta centrado na estrutura quimica ilustrada na figura 5.
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EtO

Sildenafil

Figura 5. Estrutura bésica dos andlogos do sildenafil (6a-v).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral.
Avaliar o efeito de vinte analogos do sildenafil na inibicdo de PDES5 em plaquetas
humanas e na reatividade da musculatura lisa vascular em corpo cavernoso e em anéis

de aorta isolada de coelho.

Objetivos Especificos:
Investigar o efeito inibitério dos andlogos do sildenafil na PDE5 de plaquetas
humanas.
Investigar o relaxamento induzido pelos andlogos do sildenafil em corpo cavernoso
de coelho, através da obten¢ao de curvas concentracio-efeito a estes compostos.
Investigar o relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil em anéis de aorta de
coelho, através da obten¢do de curvas concentracdo-efeito a estes compostos.
Investigar a participagdo do NO enddgeno, exdgeno e mecanismos independentes da
via NO/GMPc no relaxamento induzido pelo sildenafil e andlogos 6r e 6u em anéis

de aorta de coelho.
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Atividade Inibitéria da Fosfodiesterase 5 (PDES) in vitro

Foram utilizados 60 ml de sangue de voluntarios sadios (ambos sexos, de 25 a 40 anos)
coletados em 0,1 vol. citrato de sddio 3,13% e centrifugado a 200 x g, 15 min a 10°C. O
plasma rico em plaqueta (PRP) foi coletado, ¢ EDTA (10 mM) adicionado. O PRP foi
centrifugado a 900 x g, 15 min a 10°C. O pellet de plaqueta foi lavado com solugio
nutritiva Krebs-Henseleit (composicdo em mM: NaCl, 118; NaHCO;, 25; glicose, 5,6; KCl,
4,7, KH,PO,, 1,2; MgS0O,,7H,0, 1,17 e CaCl,,6H,0, 2,5; pH 7,4) contendo 10 mM de
EDTA e centrifugado novamente a 900 x g, 15 min a 10°C. As plaquetas foram
ressuspensas em 3 ml de tampao Krebs contendo 0,32 M de sucrose, € a concentragao de
plaquetas foi ajustada para 1 x 10° plaquetas/ml. Estas foram homogenizadas em sonicador
de células por 10 s. A concentragdo protéica foi determinada através do KIT DC Protéica
Assay (BioRad) com soro albumina bovina como padrao. A solugdo de fosfodiesterase foi
estocada a -80°C.

A mistura padrao de reacdo enzimatica (volume total de 200 pl) incluia 50 mM de Tris-
HCI (pH 8,0), 100 mM de MgCl, e solugao de PDE (concentracao final de proteina 0,4
mg/ml).

Os agentes em estudo (sildenafil e andlogos do sildenafil, denominados 6a, 6b, 6c¢, 6d,
6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 6q, 6r, 65, 6t, 6U ¢ 6V) foram diluidos em DMSO (<
0,05% concentracdo final na reacdo) e pré-incubados na mistura enzimatica por 5 min. A
reacdo foi iniciada pela adigdo de GMPc (5 uM), incubado a 35°C por 30 min. A reacéo foi
parada por aquecimento em banho de agua fervente por 2 min. Apds nova centrifugacao
(14000 rpm; 5 min), as proteinas foram precipitadas e removidas. As amostras foram
mantidas a temperatura de -20°C, até analise pelo método HPLC-MS/MS.
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O sistema HPLC-MS/MS era constituido por um cromatografo liquido modelo
Shimadzu LC ADVp (Shimadzu Corporation, Japao), com auto-injetor (temperatura 6,50C)
e pré-coluna C18 Jones (1 cm x 4 mm, 4 uM) com coluna analitica Jones C18 (100 mm x
2,1 mm, 4 uM). O gradiente de eluicdo era composta pelas fases A (4gua com acido
férmico 10 mM) e B (acetonitrila com acido formico 10 mM). O gradiente iniciava com
eluicdo isocratica (100% de A) por 2 min, seguido por 5 min de gradiente até 60% de B,
era mantido fluxo de 0,35 ml/min. Tempo de corrida total de 10 min. O volume de injecao
de cada amostra era de 40 pl. O sistema cromatografico era acoplado a um
espectrofotometro de massa triplo quadrupolo modelo API 4000 (PE Sciex, Toronto,
Canadd). As condigdes de ionizacdo das solugdes padrdes de GMPc no espectrofotometro
de massa foram apresentadas no modo ion positivo, com gas de colisdo desligado, com
temperatura da fonte de 4000C, e voltagem da fonte 5.500 V. Com gés de colisdo
(nitrogénio) ligado e pressdo de 7,0 psig era observado os principais fragmentos de cada

molécula e pelo modo monitoramento de reacao multiplas (MRM)

2.2. Animais

Foram utilizados coelhos machos New Zealand adultos (2-3 kg) provenientes do Centro
Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB —
UNICAMP, Campinas, SP). Racdo e dagua foram fornecidas ad [libitum. Todos os
protocolos realizados tiveram a aprovagio prévia da Comissdo de Etica em Experimentagio

Animal (protocolo CEEA IB UNICAMP 993-1).
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2.3 Preparacao de Corpo Cavernoso de Coelho

Os animais foram anestesiados com uretana (1 g/kg i.v.) exsanguinados e o pénis
retirado na regido de inser¢do da crura, ¢ imediatamente colocado em solucdo Krebs-
Henseleit. Em seguida, o tecido cavernoso foi dissecado removendo-se os tecidos
conectivos e a tunica albuginea. O pénis de coelho forneceu quatro segmentos de corpos

cavernosos dissecados (aproximadamente 1,0 x 0,3 x 0,2 cm).

2.4. Preparacio de Aorta de Coelho

Para o isolamento da aorta, apds anestesia com uretana (1g/kg, i.v.), os animais foram
exsangiiinados por puncao cardiaca, e a artéria aorta foi rapidamente removida e colocada
em solucao de Krebs-Henseleit. Em seguida, a aorta isolada foi dissecada, removendo-se os

tecidos conectivos, e entdo divididas em 12 anéis de aproximadamente 0,5 cm.

2.5 Banho para Corpo Cavernoso e Aorta Isolados de Coelho

Cada segmento de corpo cavernoso e anel de aorta de coelho foram montadas em
camaras de incubacdao de tecido (10 ml volume) preenchidas com a solugdo Krebs-
Henseleit, continuamente gaseificada com 0,:CO, (95:5 %), mantidas a temperatura de 37
°C e pH entre 7,3 a 7,5. Os tecidos de corpo cavernosos e anéis de aorta foram suspensos
entre duas pontas de metal em “L”, sendo que uma das pontas foi conectada a um
transdutor de for¢a, enquanto a outra foi fixada a uma unidade mével, permitindo, assim, o

ajuste preciso da tensdo (Figura 6). Aos tecidos (corpo cavernoso e aorta) foi aplicada uma
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tensdo inicial de 10 mN que foi periodicamente ajustada. A solucdo nutritiva de Krebs foi
trocada a cada 15 minutos durante o periodo de estabilizagdo que compreendeu 60 minutos.
As alteracdes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (Ugo-Basile,
Varese, Italia) e registradas em sistema PowerLab 400™ de aquisi¢cdo de dados (Software

versao 4,0, AD Instruments, MA)

2.6. Protocolos Experimentais de Corpo Cavernoso in vitro

Apo6s o periodo de estabilizagdo de 60 minutos, foi

adicionado ao banho, solugdo de KCI (80 mM) afim de se T;:;s;:'.t:or

avaliar a viabilidade do tecido. Apds lavagem da

preparagdo, os tecidos foram contraidos com o agonista l :E

de adrenoreceptores o, fenilefrina (PE, 10 uM). Curvas

concentragdo-resposta foram realizadas adicionando-se

sildenafil ou os andlogos do sildenafil cumulativamente
(0,001-10 uM) no corpo cavernoso. Os relaxamentos

foram calculados como porcentagem da contracao

induzida pela fenilefrina. Figura 6: Sistema de cémara de
incubacéo para drgdo isolado.

2.7 Protocolos Experimentais de Aorta in vitro

Apds o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, foi adicionado ao banho, solu¢do de
KCI (80 mM) afim de se avaliar a viabilidade do tecido. Nos estudos em que se avaliou o

efeito dos inibidores de PDES (sildenafil ou analogos do sildenafil), curvas concentragao-
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efeito foram construidas usando-se anéis com endotélio integro ou desprovidos de
endotélio (removidos mecanicamente). Nos experimentos aonde o endotélio ndo foi
removido, a integridade do mesmo foi confirmada pelo relaxamento causado pela
acetilcolina (ACh, 1 uM).

O relaxamento aos inibidores de PDES foi avaliado em anéis de aorta contraidos com a
fenilefrina (1 uM), que representa uma contragdo submaxima (70 a 80% da contracdo
maxima). ApOs atingir a resposta contratil maxima, curvas concentracdo-efeito aos
inibidores de PDES5 (0,0001-10 uM) foram construidas.

Também foram realizadas curvas concentracdo-efeito para o gliceriltrinitrato (GTN,
0,0001-10 uM), na auséncia e na presenca dos inibidores de PDE5 (0,1 uM). As curvas

para o GTN foram obtidas em anéis de aorta desprovidos de endotélio.

2.7.1. Avaliagdo da Participagdo da Via NO/GMPc no Relaxamento Induzido pelo

Sildenafil e Andlogos do Sildenafil na Aorta Isolada de Coelho

Os anéis de aorta foram inicialmente contraidos com fenilefrina (I uM), conforme
descrito acima. Os efeitos relaxantes do sildenafil e andlogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
foram investigados em tecidos com endotélio integro ou removido, na auséncia ou na
presenga de L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS; 100 uM), ODQ (inibidor da GCs; 10
uM) ou BAY 41-2272 (ativador da GCs independente de NO; 0,03 uM). Cada inibidor ou
ativador foi adicionado as cubas por 30 minutos antes de comegar a curva de relaxamento.
Uma curva controle ao sildenafil (ou analogos do sildenafil) foi obtida em cada segmento
de aorta, e, paralelamente foram realizadas curvas concentragdo-resposta para cada inibidor
de PDES na presenca do inibidor ou ativador.
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2.7.2. Avaliacdo do Relaxamento do Sildenafil e Andlogo 6r e 6u por Mecanismos

Independentes do NO

2.7.2.1. Resposta Contrdtil ao CaCl,

Para a avaliacdo dos efeitos diretos do CaCl,, utilizou-se o protocolo experimental
descrito por Lagaud et al. (1999). Inicialmente, os tecidos foram contraidos com KCl (80
mM) para determinagao da contracdo maxima. Em seguida, a solu¢ao nutritiva de Krebs foi
substituida por Krebs desprovida de calcio, em presenga de EGTA (1 mM) para a total
remogao do calcio do meio. Em seguida, foi adicionado ao banho 1 uM de fenilefrina para
a remogao do calcio do reticulo sarcoplasmatico. Os tecidos foram novamente lavados com
Krebs desprovido de calcio contendo EGTA, e em seguida foram incubados por 20 minutos
com o inibidor da Ca*"-ATPase, o acido ciclopiazénico (CPA; 10 pM). Ao banho foram
entdo adicionados (separadamente) os analogos do sildenafil, 6r ou 6u, (nas concentragdes
de 0,1 e 1 uM), por 30 minutos, apds o qual o Krebs foi substituido por uma solucdo de
KCI (80 mM) desprovida de calcio. O CPA e os analogos do sildenafil foram adicionados
novamente ao banho, e apds 15 minutos, curvas concentragdo-efeito ao CaCl, (0,01-10
mM) foram construidas (Figura 7). Anéis de aorta desprovidos de endotélio foram
utilizados para este protocolo. A curva controle ao CaCl, obtida na auséncia dos analogos
do sildenafil, foi realizada paralelamente, ou seja, em cada anel de aorta foi obtida apenas

uma curva de contragao ao CaCl,.
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2.7.2.2 Participacdo dos Canais de Potdssio

Curvas concentragdo-efeito foram realizadas para sildenafil, 6r e 6u cumulativamente
(0,0001-10 uM) na aorta de coelho, na auséncia e na presenga de inibidores de canais de
potassio, como a glibenclamida (seletiva para canais de K dependentes de ATP),
tetractilamonio (bloqueador ndo-seletivo de canais de K' dependentes de voltagem e
ativados por Ca*"), charibdotoxina (seletiva para canais de K™ sensiveis ao Ca®" de baixa
condutincia) e apamina (seletiva para canais de K sensiveis ao Ca®" de alta condutancia).
Todos os inibidores foram adicionados simultaneamente a mesma cuba e incubados na
preparacdo 20 minutos antes de se adicionar a fenilefrina (1 uM) para produzir pré-

contragao.

2.8. Analise Estatistica

Os valores de relaxamento provocados pelo sildenafil e analogos do sildenafil no corpo
cavernoso ¢ na aorta foram calculados como percentual da contragdo induzida pela
fenilefrina (10 uM e 1 puM, respectivamente) as quais foram tomadas como 100%. Os
valores de contra¢do induzidos pelo CaCl, na presenca ou na auséncia dos analogos do
sildenafil foram calculados como percentual da contracao induzida pelo e o KCI (80 mM),
as quais foram tomadas como 100%. Os resultados representam a média + erro padrao das
médias (E.P.M.). Para comparagdes multiplas de variaveis independentes foi usado o teste
de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo post hoc teste de Bonferroni. O teste ¢

pareado de Student foi utilizado quando necessario. O programa InStat (GraphPad, version
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3,00 Software, EUA) foi usado para as andlises. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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3. RESULTADOS
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3.1. Atividade Inibitéria da PDES em Plaquetas Humanas

A adigdo de concentragdes crescentes de sildenafil (0,005-1 uM) em solugdo contendo
PDES plaquetaria promoveu redugdo da hidrolise de GMPc de maneira concentragdo-
dependente (Figura 7).

Nossos resultados mostraram que os compostos 6m, 6n e 6q apresentaram valores 1Csg
(inibicdo da PDES plaquetaria) considerados elevados (0,37, 0,32 e 0,53 uM,
respectivamente). Os compostos 6a, 6b, 6d, 6g ¢ 6p produziram inibigdo inferior a 50%
(Tabela 1). A poténcia inibitoéria (ICsy) dos compostos 6c¢, 6e, 6f, 6h, 6i, 61 ¢ 60 foi similar
ao sildenafil (ICsy: 0,05 uM), com valores variando entre 0,05 ¢ 0,15 uM (Tabela 1).

Os anélogos que derivaram da molécula n’n’etilendiamina (6r, 6s, 6t ¢ 6v) mostraram
atividade inibitéria com valores de ICsy variando de 0,20-0,51 pM (Tabela 2).
Interessantemente, o composto 6u mostrou uma poténcia de 0,04 uM, que foi o menor

valor obtido dentre todos os analogos do sildenafil testados.
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Figura 7. Efeito inibitério da PDES plaquetéria pelo sildenafil ou analogos in vitro. O
painel a mostra a porcentagem de inibigdo para os analogos com ac¢do semelhante a do
sildenafil. O painel b mostra os analogos cuja inibicdo da PDES ndo alcangou 50% da
atividade da PDE (valores elevados de ICsp). Os valores representam a média + E.P.M.
para 4 experimentos.

*n3o inibiu a PDES de plaquetas.

*apresentaram valores elevados de ICs.
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3.2. Relaxamento Induzido pelos Analogos do Sildenafil no Corpo Cavernoso de

Coelho

O efeito relaxante dos vinte analogos do sildenafil (0,001-10 uM; n=4, cada) foi
avaliado através da constru¢do de curva concentragdo-efeito para cada um destes
compostos no corpo cavernoso de coelho e comparados com o sildenafil (Figura 8).

O sildenafil promoveu um relaxamento do corpo cavernoso de coelho de maneira
concentragdo-dependente (pECso: 6,77 + 0,08), apresentando um perfil de resposta lenta e
prolongada. A adicdo de L-NAME (100 pM) inibiu a curva concentragdo-efeito ao
sildenafil promovendo um deslocamento significativo para a direita (4.2 vezes; n=4;
P<0.05), sem afetar a resposta maxima do sildenafil (Apéndice B).

Os compostos 6a (Figura 8a), 6¢, 6e, 6f, 6n, 60 ¢ 6p apresentaram poténcia similar a do
sildenafil com valores de poténcia entre 6,36 e 7,08. Particularmente, o analogo 6f foi o
mais potente (pECso: 7,08 £+ 0,09; Figura 8b) quando comparado aos outros analogos. Em
contrapartida, os compostos 6b, 6d (Figura 8c), 6g (Figura 8d), 6h, 6i, 61 ¢ 6q foram
significativamente menos potentes quando comparados ao sildenafil. No entanto, a resposta
maxima para estes compostos (Emax:96-123%) foi similar a do sildenafil (Epax: 105 £+ 3%),
com exe¢do do andlogo 6h que apresentou uma resposta maxima diferente do sildenafil .
As tabelas 1 e 2 mostram os valores de poténcia e de resposta maxima para estes
compostos.

Os andlogos que derivaram da molécula n’n’etilendiamina (6r, 6s, 6t, 6u ¢ 6v)
apresentaram poténcia significativamente menor e resposta maxima menor, quando
comparados ao sildenafil. As figuras 8e e 8f mostram o relaxamento para os analogos 6r e
6s. As figuras para os outros analogos estdo mostrados nos graficos do Apéndice B.
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Tabela 1. Efeito do sildenafil e andlogos do sildenafil (6a-q) na atividade da PDES
plaquetaria ¢ em corpo cavernoso. A inibicdo da atividade da PDES5 plaquetaria esta
mostrada como valores de ICsy (uM). O efeito relaxante dos compostos em corpo

cavernoso esta mostrado como valores de poténcia (pECsg) e de resposta relaxante maxima

(Emax) .

1/\/Ie
OEt HN N\
< LN
N
Pr
08+
N
R
Analogos R ICsp (UM) pECs’ Emax ClogP
6a @" T 6,83 +0,15 113+£3 5,77
H,C
6b @ Tt 6,16 + 0,15% 119+ 11 5,70
H;CO
6¢ @ 0,15 6,62 = 0,04 119+ 8 5,79
CF;
6d @ T 6,06 £0,23* 96 +7 6,95
F
6e @ 0,06 6,52 £ 0,08 119+ 2 5,63
of @F 0,07 7,08 = 0,09 105+3 6,08
Cl

6g _@ T 5,55+0,15** 100+ 3 6,09
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a

6h _@ 0,10 568+0,15% 75+5% 665
6i @-a 0,14 6,14+0,05*  97+1 6,65
61 —@—Noz 005  625+0,10+ 11243 587
6m ' 0,37 14 14 6,94
O
6n /\C[ S 0,32 6,36+0,06  100+8 5,14
(0]
60 —<:> 0.07 6,57+0,10  105+2 5,79
[0}
6p NS . T 6,86+0,06  108+3 841
(0}
64 oo, 053 6,14+0,08% 12342 4,87
Sildenafil -CH; 0,05 6,77£0,08  105+3 3,85

" Os valores experimentais foram calculados como percentual da contragdo induzida pela
fenilefrina (10 uM), o qual é representado como logaritmo negativo da concentragdo.
CloP= Coeficiente de parti¢io octanol/agua. ' ndo conseguiram inibir o 50% da PDES5
plaquetaria; * ndo conseguiram relaxar o corpo cavernoso de coelho; *P<0,05 e

*#P<0,01, comparados com o valor do sildenafil.
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Tabela 2. Efeito do sildenafil e analogos do sildenafil (6r-v) na atividade da PDES
plaquetaria ¢ em corpo cavernoso. A inibi¢do da atividade da PDES plaquetéaria esta
mostrada como valores de ICsy (uM). O efeito relaxante dos compostos em corpo

cavernoso esta mostrado como valores de poténcia (pECsg) e de resposta relaxante maxima

(Emax) .

|
0,S. N.
2 E/\/ R"

Anélogos R’ R” ICso (M) pECs’ Emax ClogP

6r H 0,20 6,26 £ 0,15*% 69 £4** 478

6s H 8 0,51 6,11 +£0,17* 51 £5%** 595
H
0

6t ~">cooH 0,50 5,73+ 0,22%*% 61 +5%% 0,59

Me
Ot | N
6u -~ cooH S 0,04  572+020% 60+5%% 407
Pr
0,8
0 Me
. Ot | N
Vo "o S 031  579+0,16%* 68+6%* 3,76
Pr
0,5
Sildenafil  -CH: ] 0,05 6.77+008  105+3 3,85

" Os valores experimentais foram calculados como percentual da contragio induzida pela
fenilefrina, o qual é representado como logaritmo negativo da concentragdo. CloP=
Coeficiente de parti¢ao octanol/agua. *P<0,05; **P<0,01 e **P<0,001, comparados com o

valor do sildenafil.
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Figura 8. Curvas concentracdo-efeito (0,001-10 uM; n=4) ao sildenafil e analogos do
sildenafil em corpo cavernoso de coelho. Os valores representam médias + E.P.M. de
relaxamento calculadas em rela¢do ao tonus induzido pela fenilefrina (10 pM). A curva ao

sildenafil foi repetida em cada painel para facilitar a comparagao dos compostos.
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3.3. Relaxamento Induzido pelos Analogos do Sildenafil na Aorta de Coelho

3.3.1. Efeito da Remocao do Endotélio no Relaxamento Induzido pelos Analogos do

Sildenafil

O efeito relaxante dos vinte andlogos do sildenafil 6a-v (0,0001-10 pM) foram
avaliados através da constru¢ao de curvas concentragao-efeito a cada um destes compostos
(e comparados com o sildenafil) em anéis de aorta com endotélio integro ou removido.

A figura 9a mostra que, em anéis de aorta com endotélio integro, o sildenafil produziu
relaxamento concentracdo-dependente, cuja resposta maxima foi de 76 + 8% e a pECs de
7,25 + 0,07. O relaxamento maximo provocado pelos andlogos do sildenafil (6b, 6¢, 6d, 6e,
6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 6q, 6r, 6s, 6t, 6u ¢ 6v) foi similar ao relaxamento
produzido pelo sildenafil (Tabela 3). A poténcia dos andlogos do sildenafil nao foi
diferente da poténcia do sildenafil. Em contraste aos outros compostos, a poténcia dos
analogos 6b ¢ 6m foi menor quando comparada a sildenafil em tecidos com endotélio
integro (pECso: 6,80 = 0,14 ¢ 6,81 + 0,19, respectivamente, para 6b e 6m).

Comparados aos respectivos controles com endotélio integro, a remogao do endotélio
reduziu significativamente a resposta maxima tanto para o sildenafil (56 £ 1%) quanto para
os compostos 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 60 ¢ 6p. Em contrapartida, a
resposta maxima dos compostos 6n, 6q, 6r, 6s, 6t, 6u ¢ 6v ndo foram alteradas apds a
retirada do endotélio (61 + 4%, 88 £+ 3%, 82 + 3%, 66 = 7%, 69 + 5%, 68 = 7%, 51 + 5%,
respectivamente, para 6n, 6q, 6r, 6s, 6t, 6u ¢ 6v; Figura 10b). Além disso, a remog¢ao do
endotélio provocou diminui¢do significativa da poténcia do sildenafil e dos analogos 6a,

6b, 6¢c, 6d, 6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 6q, 6s, 6t ¢ 6v, comparados aos seus
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respectivos controles, na presenca de endotélio integro (Figura 10a). Em contrapartida, a
remocao do endotélio ndo alterou a poténcia do analogo 6r e 6u, comparados as curvas dos
mesmos andlogos em anéis com endotélio integro (Figura 9e e 9f).

A figura 9b, 9c e 9d mostra o efeito relaxante dos analogos do sildenafil na aorta de

coelho. As figuras para os outros analogos estdo mostradas nos graficos do Apéndice C.
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Tabela 3. Valores de poténcia (pECsy) e de resposta maxima (Enax) para o sildenafil e

analogos (0,0001-10 uM) em anéis de aorta com endotélio integro (E+) ou removido (E-)

pré-contraidos com fenilefrina (1 pM). O shift representa o deslocamento a direita

provocado pela remogdo do endotélio. Os dados representam a média + E.P.M para 5

experimentos.
Analogos pECs; Enax (%) Analogos pECs Enax (%)
E+7,18+0,17 59 + 3* E+ 6,81 i0,19# 66 +2
6a E- 6,74 £ 0,22* 41 + 3* 6m E- 6,42 + 0,26* 42 + 2*
Shift. 3 Shift. 3
E+6,80i0,14# 69+9 E+ 7,18+ 0,14 72+4
6b E- 6,48i0,20* 49 + 4* 6n E-669+0.11* 61+4
Shift: 3 Shift: 3
E+7,16+0,17 63+ 8 E+ 7,32 + 0,09 91+5
6¢ E-6,54 +0,31* 40 + 4* 60 E- 6,64 +0,10* 0 +4*
Shift. 4 Shift: 5
E+ 7,22 + 0,08 86+ 1 E+ 7,46 + 0,06 93+2
6d E-6,78+0,11* 70 + 3* 6p E- 6,68 +0,10* 72 + 6*
Shift. 3 Shift. 6
E+ 7,28 +0,10 90+4 E+ 7,04 + 0,09 87+3
Ge E- 6,68 + 0,09* 75 + 5* 6q E- 6,54 +0,07* 88+3
Shift. 4 Shift. 3
E+ 7,28 +0,10 89+3 E+ 7,21 +0,10 82+4
6f E- 6,71 £ 0,10* 67 + 4* 6r E- 7,01 £ 0,11 82+3
Shift. 4 Shift.
E+ 7,40 + 0,06 91+4 E+ 7,28 + 0,11 70+5
6g E- 6,76 + 0,10* 3+4* 65 E-6,75+0,11* 66+ 7
Shift. 4 Shift. 3
E+7,02+0,14 66 + 6 E+ 7,21 +0,10 73+3
6h E- 6,49 +0,14* 47 + 3* 6t E-6,73+0,11* 69+5
Shift. 3 Shift: 5
E+7,08+0,13 74 £ 6 E+6,93+0,12 75+5
6i E-6,61 +0,12* 52 + 6* 6u E- 6,81 £ 0,09 68+7
Shift: 3 Shift. -
E+7,18+0,14 77+ 3 E+ 7,07 + 0,15 69+8
6l E- 6,48 + 0,22* 46 + 4* 6v E- 6,47 +0,19* 5145
Shift. 3 Shift. 3
E+ 7,25+ 0,07 76 £ 6
Sildenafil E- 6,57 +0,11* 56+ 1*
Shift. 5

*P<0,05, comparado com o respectivo analogo em anéis E+; #P<0,05, comparado com o

valor do sildenafil em E+.

86



01 0-
S ] < 1
g 254 o 254
£ 8
= - = .
£ £
g 50 2 50 JEC
E PECs, 5 50
D
B 754 e 7.25+0.07 & 754 e 7.2820.10
1 o 6.57+0.11 1 o 6.71 £0.10
100~ 100-
I ] ] ] 1 1 I ] ] ] ] 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5
Log [Sildenafil]: M d Log [6f]: M
C
0_

Relaxamento (%)

wn

[—)

1

Relaxamento (%)

wn
=)
1

J pECSO
T PEC;5 75
59 o 7402 006 o 7.28+0.11
| B 1 o 675+0.11
o 6.76£0.11 1004
100-
] ] ] ] ] 1
r T T T T 1 -10 -9 -8 7 -6 -5
-10 -9 -8 -7 -6 -5
L 6s]: M
e Log [6g]: M 0g [6s]

pEC50 pECS()

Relaxamento (%)
wm
[—]
1
Relaxamento (%)

wn

=]

1

* 721010 571 e 6.93+0.12
o 7.01£0.11 ]
1004 ° 6.81:£0.09
100-
I I I I I 1
-10 -9 -8 7 -6 -5 - - - - - -
-10 9 -8 7 -6 5
Log [6r]: M Log [6u]: M

Figura 9. Curvas concentragao-efeito ao sildenafil e analogos (0,0001-10 uM) em anéis de
aorta isolada de coelho com endotélio integro (®) ou removido (0). Os valores representam
médias = E.P.M. para 5 experimentos. Os valores de poténcia (pECsg) estdo inseridos em

cada painel.
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Figura 10. Efeito relaxante do sildenafil e analogos do sildenafil (pECs, painel a € Ejax,
painel b) em anéis de aorta isolada de coelho com endotélio integro (E+) ou removida (E-).
Os valores representam médias + E.P.M de relaxamento calculadas em relacdo ao tonus
induzido pela fenilefrina (1 uM).

*P<0,05, quando comparado com o respectivo analogo em anéis E+;

#p<0,05, quando comparado com o valor do sildenafil em E+.

88



3.4. Mecanismos de Relaxamento Dependentes da Via NO/GMPc Induzido pelos

Analogos do Sildenafil na Aorta de Coelho

3.4.1. Efeito do L-NAME no Relaxamento Induzido pelo Sildenafil e Analogos

3.4.1.1. Anéis com endotélio integro

As curvas ao sildenafil e seus andlogos foram construidas em anéis de aorta com
endotélio integro, na presenga do L-NAME (100 uM). A adicdo do L-NAME promoveu
reducdo significativa da resposta maxima do sildenafil (de 76 + 8% para 49 + 5%), e de
seus analogos 6a (59 + 3% para 41 £+ 5%), 6b (69 + 9% para 51 + 2%), 6d (86 + 1% para
71 £4%), 6e (90 = 4% para 62 + 4%), 6f (89 + 3% para 66 + 2), 6i (74 + 6% para 47 = 4),
6l (77 + 3% para 58 = 2%), 6m (66 + 2 para 49 + 2), 60 (91 £ 5% para 64 + 4%), 6p (93 =
2% para 65 + 4%). Além disso, na presenga do L-NAME, a poténcia do sildenafil e dos
analogos 6a, 6b, 6¢c, 6d, 6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 6q, 6s, 6t ¢ 6v foi
significativamente reduzida comparados com os respectivos controles na auséncia do L-
NAME. Em contrapartida, os relaxamentos induzidos pelos anélogos 6r ¢ 6u nao foram
reduzidos na presenga do L-NAME (pECso: 7,21 £ 0,10; 6,93 £ 0,12, na auséncia e 7,11 +
0,10; 6,75 = 0,12, na presenga do L-NAME, respectivamente para 6r ¢ 6u; Figura 1le e
111).

A figura 11b, 11c e 11d mostra o efeito relaxante dos analogos sildenafil na auséncia e
na presenca do L-NAME na aorta de coelho. Os valores de poténcia e de resposta maxima
estao apresentados no Apéndice D. As figuras para os outros analogos estdo mostradas nos

graficos do Apéndice E.
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Figura 11. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e andlogos do sildenafil (0,0001-10
uM) em anéis de aorta com endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) de L-
NAME (100 pM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os

valores de poténcia (pECsg) estdo inseridos em cada painel.
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3.4.1.2. Anéis com endotélio removido

Em anéis cujo endotélio foi previamente removido, a adi¢do de L-NAME (100 uM) ndo
provocou reducdo adicional da poténcia e da resposta maxima.

A figura 12a, 12b, 12c, 12d, 12e e 12f mostra o efeito relaxante do sildenafil e andlogos
na auséncia e na presenga do L-NAME na aorta de coelho. Os valores de poténcia e de
resposta maxima estdo apresentados no Apéndice F. As figuras para os outros analogos

estdo mostradas nos graficos do Apéndice G.

91



a b
04 0-
S S
~ 254 ~ 254
S S
=] =]
5] %)
g 504 g 504
S S
= pECs = pECs,
%) %)
& 751 o 6.57+0.11 & 751 o 6.68+0.09
® 648 £0.21 ® 6.53+0.09
100- 100-
] ] ] ] ] 1 ] ] ] ] ] 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5
log [Sildenafil]: M Log [6e]: M
C d
0+ 0
< 254 — 254
S ]
= = .
5] -5}
g 501 g 504
: :
= pECs s ] pECs,
%) -5}
& 751 o 6.71+0.10 & 751 o 6.76+0.11
® 6.51=+0.11 1 ® 6.69+0.11
100- 100-
] ] ] ] ] 1 I 1 ] ] ] 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 10 -9 -8 -7 -6 -5
Log [6f]: M Log [6g]: M
¢ f
01 0-
S S 2
— 254 ~ 254
(=} (=]
) N
= =
%) %)
g 504 £ 50+
s pECso E pECSO
%] [}
& 751 o 7.01=x0.11 & 751 o 6.81+0.09
e 7.01=x0.09 ® 6.59+0.11
100- 100-
I 1 1 1 1 1 I 1 1 ] 1 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5
Log [6r]: M Log [6u]: M

Figura 12. Curvas concentragao-efeito ao sildenafil e andlogos (0,0001-10 uM) em anéis
de aorta com endotélio removido, na auséncia (0) ou na presenca (®) de L-NAME (100
uM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de

poténcia (pECsp) estdo inseridos em cada painel.
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3.4.2. Efeito do ODQ no Relaxamento Induzido pelo Sildenafil e Analogos

3.4.2.1. Anéis com endotélio integro

As curvas ao sildenafil e seus andlogos foram construidas em anéis de aorta com
endotélio integro, na presenga do ODQ (10 puM). Comparados com o0s respectivos
controles, o ODQ promoveu redugdo significativa da resposta maxima do sildenafil (de 76
+ 8% para 59 + 3%; Figura 13a), e de seus analogos 6d (86 + 1% para 69 + 4%), 6e (90 +
4% para 63 £ 5%), 6f (89 + 3% para 64 + 3), 61 (77 = 3% para 57 + 2%), 6m (66 + 2% para
50 + 3%), 60 (91 £ 5% para 64 + 5%), e 6p (93 £ 2% para 68 + 2%). O ODQ ndo alterou
significativamente a resposta maxima dos analogos 6a (59 + 3% para 47 + 3 %), 6b (69 +
9% para 52 + 4%), 6¢ (63 £ 8% para 49 + 4%), 6i (74 + 6% para 55 + 7%), 6n (72 = 4%
para 64 = 3 %), 6s (70 = 5% para 64 £+ 3%), 6t (73 + 3% para 67 + 3%), 6v (75 + 5% para
69 £ 5%), 6r (83 = 5% para 84 £ 4%), 6g (91 + 4% para 80 = 8%), 6h (66 + 6% para 63 +
5%), 6q (87 £ 3% para 74 = 5%), e 6u (69 + 8% para 55 + 3%). Além disso, na presenga do
ODAQ, a poténcia do sildenafil e dos analogos 6a, 6b, 6c, 6d, 6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n,
60, 6p, 6q, 6s, 6t ¢ 6v foi significativamente reduzida comparada aos respectivos controles,
na auséncia do ODQ.

Em contrapartida, o relaxamento induzido pelo analogo 6r e 6u nio foi reduzido nem
na poténcia nem na resposta maxima pelo ODQ (pECsy: 7,21 + 0,10 e 6,93 + 0,12, na
auséncia; 7,08 + 0,09 e 6,72 + 0,11, na presenga do ODQ, respectivamente para 6r ¢ 6u;
Figura 13e e 13f).

A figura 13b, 13c e 13d mostra o efeito relaxante dos analogos do sildenafil na auséncia

e na presenca do ODQ na aorta de coelho. Os valores de poténcia, e de resposta maxima
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estdo apresentados no Apéndice H. As figuras para os outros analogos estdo mostradas nos

graficos do Apéndice I.
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Figura 13. Curva concentragio-efeito ao sildenafil e andlogos (0,0001-10 uM) em anéis de
aorta com endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) de ODQ (10 uM). Os
dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia

(pECs) estao inseridos em cada painel.
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3.4.2.2. Anéis com endotélio removido

Em anéis cujo endotélio foi previamente removido, a adicdo de ODQ (10 uM) nao
provocou reducao adicional da poténcia e da resposta maxima.

A figura 14a, 14b, 14c, 14d, 14e e 14f mostra o efeito relaxante do sildenafil e andlogos
na auséncia e na presenca do ODQ na aorta de coelho. Os valores de poténcia, e de resposta
maxima estdo apresentados no Apéndice J. As figuras para os outros andlogos estdo

mostradas nos graficos do Apéndice K.
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Figura 14. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e andlogos (0.0001-10 uM) em anéis de
aorta com endotélio removido, na auséncia (o) ou na presenca (®) de ODQ (10 uM). Os
dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia

(pECs) estdo inseridos em cada painel.
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3.4.3. Efeito do BAY 41-2272 no Relaxamento Induzido pelo Sildenafil e Analogos

3.4.3.1. Anéis com endotélio integro

As curvas ao sildenafil e seus andlogos foram construidas em anéis de aorta com
endotélio integro, na auséncia ou na presenga do BAY 41-2272 (0,03 uM). O BAY 41-
2272 nao alterou nem a resposta maxima nem a poténcia do sildenafil (Figura 15a) e
analogos 6a, 6b, 6c, 6d, 6e, 6g, 6h, 6i, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 6s, 6t ¢ 6v, comparados aos
respectivos controles. Entretanto, na presenga do BAY 41-2272, houve aumento
significativo da poténcia para o 6f, 6q, 6r ¢ 6u, quando comparado com seus respectivos
controles. Na presenca do BAY 41-2272, a poténcia do 6q, 6r e¢ 6u nao foi
significativamente maior que a poténcia do sildenafil, porém a poténcia do 6f foi
significativamente maior que a poténcia do sildenafil (Apéndice L).

A figura 15a, 15b, 15c¢, 15d, 15¢ e 15f mostra o efeito relaxante do sildenafil e analogos
na auséncia e na presenga do BAY 41-2272 na aorta de coelho. Os valores de poténcia e de
resposta maxima estdo apresentados no Apéndice L. As figuras para os outros analogos

estdo mostradas nos graficos do Apéndice M.
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Figura 15. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e andlogos (0,0001-10 uM) em anéis de
aorta com endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) de BAY 41-2272 (0,03
pM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de

poténcia (pECsp) estao inseridos em cada painel.
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3.4.4.2. Anéis com endotélio removido

As curvas ao sildenafil e seus analogos foram também construidas em anéis de aorta
com endotélio removido, na auséncia e na presenga do BAY 41-2272 (0,03 uM). Na
presenga do BAY 41-2272, houve aumento significativo da resposta maxima do 6e, 6f, 6g,
6i, 6q, 6r, 6n, 60 e 6u comparados com seus respectivos controles. A resposta maxima do
sildenafil e dos anélogos, 6a, 6b, 6¢, 6d, 61, 6h, 6m, 6p, 6s, 6t ¢ 6v ndo foi alterada na
presenga do BAY 41-2272. Nao houve alteracdo da poténcia para o sildenafil, 6a, 6b, 6c,
61, 6m, 6h, 6s, 6t ¢ 6v na presenga do BAY 41-2272. Em contrapartida, os relaxamentos
causados pelo 6d, 6e, 6f, 6g, 6i, 6n, 60, 6p, 6q, 6r ¢ 6u foram potencializados na presenga
do BAY 41-2272 (Apéndice N). A poténcia do 6e, 6f, 6g, 6r ¢ 6u foi significativamente
maior que a poténcia do sildenafil.

A figura 16a, 16b, 16¢c, 16d, 16e ¢ 16f mostra o efeito relaxante do sildenafil e andlogos
na auséncia e na presenga do BAY 41-2272 na aorta de coelho. Os valores de poténcia e de
resposta maxima estdo apresentados no Apéndice N. As figuras para os outros analogos

estdo mostradas nos graficos do Apéndice O.
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Figura 16. Curva concentragao-efeito ao sildenafil e analogos (0,0001-10 uM) em anéis de
aorta com endotélio removido, na auséncia (0) ou na presenca (®) de BAY 41-2272 (0,03
uM). Os dados representam as medias = E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de

poténcia (pECsp) estdo inseridos em cada painel.
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3.5. Mecanismos de Relaxamento Independentes de NO Induzido pelo Sildenafil e

Analogos 6r e 6u na Aorta de Coelho

3.5.1. Efeito do sildenafil e dos Analogos 6r e 6u na Contracao Induzida pelo CaCl,

Curvas concentragdo-efeito ao CaCl, (0,01-10 mM) foram construidas em meio
desprovido de calcio (como descrito nos Métodos), em anéis de aorta com endotélio
removido, na presenga de diferentes concentragdes do sildenafil, 6r e 6u (0,1 ¢ 1 pM).

A nifedipina (1 pM; n=6), bloqueador dos canais de Ca*" voltagem dependente tipo L,
foi utilizada como controle, ¢ provocou o deslocamento a direita nas curvas ao CaCl, e
reducdo da resposta maxima (42 + 7%; P<0,01).

O sildenafil ndo alterou nem a poténcia nem a resposta maxima do CaCl, (121 = 4% e
116 £+ 3%, respectivamente para 0,1 e 1 uM; Figura 17) comparado com seu respectivo
controle. Similarmente, na presenca dos analogos 6r e 6u, ndo houve alteragdo da poténcia
nem da resposta maxima na contracdo evocada pelo CaCl, (125 + 17%, 122 + 15%, 113 +
4% e 119 £ 10% respectivamente, para 6r ¢ 6u nas concentragdes de 0,1 e 1 pM)

comparado com o respectivo controle.
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Figura 17. Curvas concentracdo-efeito ao CaCl, (0,01-10 mM) em anéis de aorta com
endotélio removido, na auséncia (CTL; o) e na presenca de 0,1 uM (®) ou de 1 uM (m) de
sildenafil (painel a), 6f (painel b), 6r (painel ¢), 6u (painel d) e nifedipina (painel e). Os
valores foram calculados como porcentagem da contracdo maxima evocada pelo KCI (80

mM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias + E.P.M. para 4-6

experimentos.

Log [CaCl,]: M
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3.5.2. Efeito dos Bloqueadores de Canal de Potassio no Relaxamento Induzido pelo

Sildenafil e Analogos

Curvas concentragdo-efeito ao sildenafil, 6r ¢ 6u foram construidas em anéis de aorta
com endotélio removido na auséncia ou na presenca dos bloqueadores de canais de
potassio. Os tecidos foram incubados durante 20 minutos com uma mistura de apamina (1
uM), glibenclamida (10 uM), charibdotoxina (0,1 pM) e tetraetilamonio (3 pM) antes de se
contrair os tecidos com fenilefrina (1 puM). Nao houve alteracdo da poténcia nem da
resposta maxima para o sildenafil, 6r e 6u na presenca dos bloqueadores de canais de

potéssio (Figura 18).
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Figura 18. Curvas concentragdo-efeito (0.0001-10 uM) ao sildenafil (painel a), 6r (painel
b), e 6u (painel ¢) em anéis de aorta com endotélio removido, na auséncia (o) ou na
presenga dos bloqueadores de canais de potéassio (®). Os valores representam médias +

E.P.M para 5 experimentos. Os valores de poténcia (pECs) estdo inseridos em cada painel.
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3.5.3 Efeito da Indometacina no Relaxamento Induzido pelo Sildenafil, 6r e 6u

Curvas concentracdo-efeito aos analogos 6r, 6u ¢ sildenafil foram construidas em anéis
de aorta com endotélio integro, na auséncia ou na presenga do inibidor da ciclooxigenase, a
indometacina (10 pM). A indometacina ndo alterou nem a resposta maxima nem a poténcia
do sildenafil, do 6r ¢ do 6u, comparados com seus respectivos controles (Figura 19a, 19b e
19¢).

Usando como controle, curvas concentragdo-efeito (0,001-10 uM) para a acetilcolina
(ACh) foram construidas em anéis de aorta com endotélio integro na presenca da
indometacina. A ACh promoveu um relaxamento concentragcdo-dependente, cuja resposta
maxima foi de 71 + 2%. Nem a poténcia nem a resposta maxima da acetilcolina foi alterada

na presenca da indometacina (Figura 19d).
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Figura 19. Curvas concentragdo-efeito (0,0001-10 uM) ao sildenafil (painel a), 6r (painel

b), 6u (painel ¢) e acetilcolina (ACh; 0,001-10 uM; painel d) em anéis de aorta com

endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) da indometacina (10 uM). Os dados

representam as médias + E.P.M para 4-5 experimentos.
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3.6. Efeito do Sildenafil e Analogos do Sildenafil no Relaxamento Induzido pelo

Gliceriltrinitrato

Curvas concentracao-efeito ao gliceriltrinitrato (GTN) foram construidas em anéis de
aorta com endotélio removido e repetidas na presenca do sildenafil e dos demais analogos
(0,1 uM).

A reposta maxima do GTN nao foi alterada na presenca do sildenafil ou dos andlogos
do sildenafil (6a-v). Entretanto, a poténcia do GTN aumentou significativamente na
presenga do sildenafil e analogos (Tabela 4; Figura 20). As figuras para os outros analogos

estdo mostradas nos graficos do Apéndice P.
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Tabela 4. Valores de poténcia (pECsg) e de resposta maxima (Emax) do gliceriltrinitrato

(GTN) em anéis de aorta com endotélio removido, na presenca ou na auséncia dos andlogos

do sildenafil. O shift representa o deslocamento a esquerda provocado pelo GTN.

pECs Enmax (%)
Auséncia Presenca Shift’ Auséncia Presenca
Sildenafil 7,26 + 0,01 7,78 £0,01* 3 95+2 96 +2
6a 7,26 £0.03 7.66 £ 0.07* 3 1005 95+3
6b 7.25+0.06 7.63+0.01* 2 9%6+7 94 +5
6¢ 7,04 £ 0,04 7,45 + 0,04* 3 95+5 93+5
6d 7,32 £ 0,01 7,75 £ 0,02* 3 90 +6 91+7
6e 7,12 £ 0,01 7,61+0,01* 3 93+2 94 +1
6f 7,33 £ 0,01 7,90 £ 0,01** 4 99+3 101 +£2
69 7,38 £ 0,01 7,87 £0,01* 3 96 +2 98 +1
6h 7,29 = 0,01 7,84 £0,02** 4 895 96 +2
6i 7,32 £ 0,01 7,64 +£0,01* 3 99+3 93+2
6l 7,17 £ 0,04 7,51 £ 0,05* 2 95 £ 1 95 £ 1
6m 7,22 + 0,04 7,61 +£0,02 2 89+5 83+3
6n 7,29 + 0,01 7,74 £0,01* 2 96 +2 95+2
60 7,26 + 0,01 7,73 £0,01* 3 95+2 95+2
6p 7,29 £0,02 7,79 £0,01* 3 89+3 97 +1
6q 7,41 £ 0,01 7,94 +£0,01* 3 94 +3 99 +1
6r 7,29 £ 0,01 7,93 £0,01* 4 97 +1 99+2
6s 7,32 £ 0,01 7,82 +£0,01* 3 91+6 98+2
6t 7,42 + 0,01 7,75+0,01* 2 97 +2 96 +2
6u 7,27 £ 0,01 7,84 +£0,01* 4 91+5 95+5
6v 7,36 £ 0,01 7,98 + 0,02** 4 93+3 100 £3

Tshift provocado pelo GTN. Dados representam as médias + E.P.M. para 5 experimentos.
*P<0,05; **P<0,01, comparado com seu valor controle.
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Figura 20. Curva concentragdo-efeito ao gliceriltrinitrato (GTN; 0,0001-10 uM) em anéis
de aorta com endotélio removido, na auséncia (o) ou na presenca (®) do sildenafil e
analogos (0,1 uM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 5 experimentos. Os

valores de poténcia (pECsg) estdo inseridos em cada painel.
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4. DISCUSSAO
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O nucleotideos ciclico GMPc representa um dos mecanismos enddgenos mais efetivos
na inibicdo das funcdes plaquetdrias e da regulacdo do tonus vascular. Os niveis deste
nucleotideo ciclico sdo regulados pela ativacdo da guanilil ciclase solivel e pela
degradagdo pela PDES. O principal alvo deste nucleotideo ciclico ¢ a PKG, que medeia
seus efeitos através da fosforilagdo de proteinas.

Em plaquetas e musculo liso ha elevada concentracdo de PDES, e, por isso, ensaios
funcionais e bioquimicos em plaquetas e musculo liso tém sido bastante usados para o
desenvolvimento de novos compostos visando seletividade na degradacdo do GMPc. No
presente estudo, investigamos o efeito de vinte andlogos do sildenafil na atividade da PDES
em plaquetas humanas e no relaxamento da musculatura lisa de corpo cavernoso e de aorta
de coelho in vitro. Considerando que o grupo pirazolopirimidinona do sildenafil ¢ o
responsavel pela atividade inibitoéria da PDES, desenho-se e sintetizou-se vinte moléculas
andlogas do sildenafil onde o anel e o grupo metil da piperazina foram substituidos por
moléculas de cadeia alifdtica ou ciclica. Este potencial inibitorio do grupo
pirazolopirimidina se baseia na similaridade estrutural a base da purina do GMPc na
ligagdo com a PDES (Grofrani e Grimminger, 2006). Este foi o passo pioneiro para a
sintese do sildenafil, que vem sendo cada vez mais modificado estruturalmente, visando
prolongar seus efeitos no tratamento da disfuncdo erétil e diminuir seus efeitos colaterais,
tornando uma droga mais seletiva para a PDES (Kim et al., 2001a; 2001b; Allerton et al.,
2006).

Nossos resultados mostram que a ligacdo de outros substituintes de cadeia alifatica ou
ciclica no grupo metil da piperazina e que a substituicio do grupo piperazina pela

n’n’etilendiamina ndo prejudicam a inibi¢do da PDES, provavelmente pelo fato de o grupo
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pirazolopirimidinona do sildenafil ser o responsavel pela ligacdo na PDES. Um estudo
prévio mostrou que as modificagdes da estrutura molecular do sildenafil nos grupos
sulfonamida ou piperazina conservam a atividade inibitoria na PDES dos novos compostos
(Kim et al., 2001c).

A inibicdo da atividade da PDES5 de plaquetas humanas pelos analogos do sildenafil foi
concentragdo-dependente. Os analogos 6c¢, 6e, 6f, 6h, 6i, 61 ¢ 60 apresentaram bom
potencial inibitério para a PDES5, mas ndo vimos diferencas significativas quando
comparados ao sildenafil. Por outro lado, os andlogos 6m, 6n e 6q apresentaram valores
elevados de ICsg para inibir a atividade da PDES, enquanto os analogos 6a, 6b, 6d, 6g ¢ 6p
ndo produziram nem 50% da atividade inibitéria da PDES em plaquetas humanas. Os
analogos derivados da molécula n’n’etilenodiamina (6r, 6s, 6t, e 6v) mostraram boa
atividade inibitéria de PDES com valores de 1Csy entre 0.20-0.51 pM. Interessantemente o
analogo 6u mostrou o melhor valor inibitério de PDES. Nossos resultados sugerem que a
molécula piperazina ndo ¢ fundamental para inibir a atividade da PDE5 em plaquetas
humanas.

O efeito dos andlogos do sildenafil foi também avaliado em corpo cavernoso de coelho
pré-contraidos com fenilefrina. Nossos resultados mostraram que o sildenafil bem como
seus andlogos foram capazes de produzir relaxamento de maneira concentragio-
dependente, exceto o composto 6m, que se mostrou desprovido de atividade relaxante.

Estudos recentes em musculatura lisa vascular como aorta de rato (Teixeira et al., 2006;
Mochida et al., 2002) e corpo cavernoso de coelho (Giuliano et al., 2003) mostraram que o
relaxamento produzido pelos inibidores da PDES ¢ modulado pelo NO enddégeno. Nossos

resultados corroboram com estes dados, uma vez que o relaxamento promovido pelo
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sildenafil foi deslocado a direita na presenca do inibidor do NO sintase, L-NAME. Estes
resultados indicam claramente que o sildenafil ¢ capaz de liberar NO do tecido erétil,
amplificando sua resposta relaxante. Resultados similares foram obtidos para os analogos
6a, 6¢, 6e, 6f, 6n, 60 ¢ 6p quando comparados ao sildenafil em valores de poténcia. De um
modo geral, nossos resultados mostram que diferentes substitui¢des no grupo metil do anel
piperazina resultam em grande variedade de compostos com propriedades hidrofdbicas,
eletronicas e estéricas, as quais permitem a ligagdo no sitio catalitico da PDES. Da mesma
forma, diversos analogos apresentaram uma excelente combinacdo, tanto na inibi¢do
enzimatica como no relaxamento do corpo cavernoso. Em resumo, nossos resultados
mostram que, a exce¢do do andlogo 6m, os analogos do sildenafil sdo capazes de produzir
relaxamento concentragdo-dependente em preparagdes de corpo cavernoso de coelho. Em
particular, o composto 6f mostrou o melhor perfil relaxante, podendo servir de base para o
desenvolvimento de novos inibidores de PDES.

O efeito relaxante do sildenafil e seus andlogos do sildenafil foram também
investigados em anéis de aorta isolada de coelho. Em preparacdes com endotélio integro ou
removido, os analogos testados (6a-v) produziram relaxamento concentra¢do-dependente
com poténcia similar a do sildenafil, & excecdo dos andlogos 6b e 6m, que apresentaram
menor poténcia quando comparada a do sildenafil em anéis com endotélio integro.

Para investigar a participagdo do endotélio e da via NO/GMPc no relaxamento induzido
pelos andlogos de sildenafil, curvas concentragcdo-efeito foram construidas em anéis de
aorta com endotélio intacto (ou removidos) e/ou na presenga do L-NAME (inibidor da
sintese de NOS), ODQ (inibidor da guanilil ciclase soluvel) ou BAY 41-2272 (ativador da

guanilil ciclase soltivel independente de NO). Diferentemente do sildenafil, a remog¢do do
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endotélio ndo afetou o relaxamento maximo induzido pelos andlogos 6n, 6q, 6r, 6s, 6t, 6u
e 6v. Além disso, a poténcia do 6r e do 6u nao foi reduzida em anéis desprovidos de
endotélio, nem se mostrou diferente da poténcia do sildenafil. Resultados similares foram
obtidos quando as curvas concentracdo-efeito para os analogos foram realizadas em anéis
com endotélio integro, porém na presenca de L-NAME ou de ODQ. A adi¢cdo de L-NAME
ou de ODQ em tecidos desprovidos de endotélio ndo provocou efeito adicional na redugio
da poténcia. Outra importante observagao ¢ a de que a magnitude do deslocamento a direita
na curva concentracdo-efeito ao sildenafil e analogos 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e, 6f, 6g, 6h, 6i, 61,
6m, 6n, 60, 6p, 6q, 6s, 6t ¢ 6v provocado tanto pelo L-NAME quanto pelo ODQ ¢ similar
aquela obtida em preparagdes desprovidas de endotélio. Estes resultados indicam
claramente que o NO endotelial modula o relaxamento evocado pelos inibidores de PDES.
Sabe-se que a GCs do musculo liso vascular produz niveis elevados de GMPc, mesmo
na auséncia no NO basal (Lucas et al., 2000). Desta forma, a inibi¢do da PDES5 pelo
sildenafil aumenta os niveis de GMPc, levando a vasodilatacdo por impedir a degradacdo
do GMPc, mesmo na auséncia de NO derivado do endotélio. Estudo recente em aorta de
rato mostrou que o relaxamento evocado pelos inibidores de PDES, sildenafil, tadalafil e
vardenafil, envolve a participacdo da via de sinalizagio NO/GMPc. Além disso, o
vardenafil causa inibi¢do do influxo extracelular de Ca®" e/ou inibe a liberagdo de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico (Teixeira et al., 2006). Nossos resultados corroboram com os
achados de que o relaxamento do musculo liso induzido pelos inibidores de PDES ¢
modulado pela ativagdo da via de sinalizagdo NO/GMPc. Isto inclui musculatura lisa
vascular, como aorta de rato (Teixeira et al., 2006; Mochida et al., 2002), artéria basilar de

coelho (Salom et al., 2006), corpo cavernoso de coelho (Giuliano et al., 2003; Lau e
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Adaikan, 2006), artéria coronaria de cobaia (Sakuma et al., 2002) e artérias
intrapulmonares de rato (Andersen et al., 2005).

Por outro lado, como mencionado anteriormente, nem a poténcia nem a resposta
maxima dos analogos 6r e 6u foi modificada pela remocao do endotélio ou pelo uso do L-
NAME e ODQ, sugerindo que estes dois analogos, diferentemente dos demais, relaxam a
musculatura lisa por mecanismos independentes do endotélio ou da liberagdo basal de NO.

Os niveis de GMPc na célula muscular lisa sdo controlados, principalmente, pelo
balango entre as atividades de sintese pela guanilil ciclase soluvel e de degradagdo pela
PDES (Jeremy et al., 1997). O BAY 41-2272, descrito como ativador da guanilil ciclase
solavel, aumenta os niveis de GMPc, provocando relaxamento por mecanismos
independentes de NO e sem interferir com a atividade da PDE (Stasch et al., 2001; 2002).
Por outro lado, Mullershausen et al. (2004) demonstraram que, em doses elevadas, o BAY
41-2272, além de estimular a guanilil ciclase solivel, também inibe a atividade da PDES
em plaquetas. Em nosso estudo, observamos que em anéis com endotélio integro, o BAY
41-2272 potencializou o efeito relaxante somente dos analogos 6f, 6q, 6r ¢ 6u sem alterar a
resposta maxima. Baracat et al. (2003) demonstraram que, em corpo cavernoso humano e
de coelho, as atividades relaxantes do sildenafil € do BAY 41-2272 sdo aditivas e ndo
sinérgicas. No entanto, nossos dados mostraram que, em aorta de coelho, os andlogos 6f,
6q, 6r ¢ 6u sio mais potentes na presenca do BAY 41-2272, sugerindo uma melhor
atividade inibitoria da PDES, possivelmente por aumentar os niveis de GMPc. Em anéis
desprovidos de endotélio, 0 BAY 41-2272 potencializou os efeitos relaxantes dos analogos
6d, 6e, 6f, 6g, 6i, 6n, 60, 6p, 6q, 6r ¢ 6u, e aumentou significativamente a resposta maxima

do 6e, 6f, 6g, 6i, 6q, 6r, 6n, 60 e 6u. E possivel que a remog¢do do endotélio, e,
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conseqiientemente, a auséncia de NO basal, tenha contribuido para que o BAY 41-2272
apresentasse um efeito aditivo no relaxamento evocado por estes andlogos. Em anéis
desprovidos de endotélio, na presenca do BAY 41-2272, o relaxamento evocado pelo
analogo 6e, 6f, 6g, 6r ¢ 6u foi significativamente maior que o relaxamento induzido pelo
sildenafil. Os mecanismos associados a melhor resposta destes andlogos em relagdo ao
sildenafil ainda ndo nos sdo claros. No entanto, aliado ao fato que o relaxamento induzido
pelo 6r e 6u ndo ¢ afetado pela remog¢do do endotélio ou pelo bloqueio da via NO/GMPc,
estes dados reforcam a idéia de que estes dois andlogos podem estar promovendo
relaxamento da aorta por mecanismos diferentes daqueles do sildenafil e dos outros
analogos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para que possamos elucidar as
diferencgas destes dois andlogos comparados aos demais compostos.

A elevagdo da concentracdo intracelular de GMPc ¢ determinada pelo tipo e
combinag¢do das proteinas-alvo e substratos, enzimas que metabolizam o GMPc expressas
nas células, bem como sua organizacdo e localizacdo em compartimentos celulares e
organelas. O aumento intracelular dos niveis de GMPc causado pelos nitrovasodilatadores
e pelo NO favorece, por exemplo, o relaxamento do musculo liso por dessensibilizar o
aparato contratil ao Ca>" e por reduzir o Ca>" intracelular (Lucas et al., 2000; Murphy e
Walker, 1998). Desta forma, os niveis intracelulares de GMPc sio modulados pela
atividade das enzimas NOS, guanilil ciclase soltivel e PDEs. No presente estudo, o
sildenafil e todos os seus analogos potencializaram o relaxamento promovido pelo
gliceriltrinitrato, provavelmente pelo aciimulo maior de GMPc, sugerindo uma acdo
sinérgica entre as duas drogas. Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados in

vitro em diferentes preparagdes vasculares (Sharabi et al., 2005; Moreno et al., 2004;
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Sakuma et al., 2002; Sampson et al., 2001), in vivo em humanos saudaveis (Dishy et al.,
2001), e em tratamentos clinicos nos quais observaram-se interagdes sinérgicas de nitratos
e inibidores de PDES (Kloner et al., 2003; Webb et al., 2000). Em resumo, nossos
resultados mostram que os andlogos do sildenafil sdo capazes de relaxar anéis de aorta de
coelho com endotélio integro ou removido de maneira concentragdo-dependente, € com
poténcia equivalente ao sildenafil, a exce¢do dos andlogos 6b e 6m que apresentaram
valores de poténcia inferiores a do sildenafil em tecidos com endotélio integro. Somente os
analogos 6r e 6u ndo apresentaram diminui¢do da poténcia decorrente da inibi¢do do NO,
seja pela remog¢do do endotélio ou pela inibigdo da NOS ou da inibi¢do da guanilil ciclase
soluvel. Nossos dados também mostram que o BAY 41-2272 ¢ capaz de aumentar a
poténcia dos andlogos 6r ¢ 6u.

Baseado nos resultados acima discutidos, passamos a investigar a hipdtese que o efeito
relaxante do sildenafil e dos andlogos 6r e 6u poderia envolver a participacdo de canais de
calcio e/ou de potassio. Varios autores tém proposto diversos mecanismos para explicar o
relaxamento vascular decorrente da ativacao da via NO/GMPc. Estes mecanismos incluem
a ativagao da PKG@G, a desfosforilagao da cadeia leve de miosina, assim como a ativagao de
canais de célcio e potassio (Karaki et al., 1997; Horowitz et al., 1996). O tonus da
musculatura lisa vascular é regulado pela [Ca®']; ¢ a sensibilidade ao Ca*" por elementos
contrateis (Karaki et al., 1997), que pode ocorrer pela liberagio de Ca’" do reticulo
sarcoplasmatico ou pelo aumento do influxo de Ca®" do espaco extracelular através dos
canais de Ca™" operados por receptor. O principal mecanismo de entrada de calcio para o
meio intracelular na musculatura lisa vascular se da através da ativacao da subunidade alfa

. 2+ . . . .
dos canais de Ca” do tipo L. Desta maneira, o bloqueio destes canais, e,
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conseqilentemente, a inibicdo do influxo de Ca®" provoca um relaxamento de vasos pré-
contraidos (Kuriyama et al., 1995). No presente estudo, avaliamos a influéncia do
sildenafil, do 6r e do 6u na contragdo induzida pela adicdo de CaCl, exdgeno em anéis de
aorta com endotélio removido. Nossos resultados mostraram que nem o sildenafil nem os
anadlogos 6r e 6u foram capazes de inibir a contragdo induzida pelo CaCl, extracelular.
Estes resultados corroboram com os achados de Teixeira ef al. (2006) que demonstraram
que o sildenafil e o tadalafil ndo interferem na contracdo induzida pelo CaCl, em aorta de
rato. Por outro lado, o vardenafil, além de aumentar os niveis de GMPc através da inibi¢ao
da PDES5, bloqueia a entrada do Ca®" externo para o interior da célula muscular lisa,
facilitando o relaxamento (Teixeira et al., 2006). Nosso grupo, utilizando artéria pulmonar
de coelho, demonstrou recentemente que o vardenafil (mas ndo o sildenafil ou o tadalafil)
inibe o influxo de Ca*" do espago extracelular, corroborando assim com os resultados
obtidos neste estudo (Toque et al., 2008b). Outro trabalho mostrou que o sildenafil tem
afinidade pelos canais de Ca®" dependente de voltagem do tipo L (Mochida ez al., 2002).
No entanto, neste estudo, foram utilizadas concentra¢des clevadas de sildenafil. De
qualquer modo, nossos dados indicam que o mecanismo de relaxamento da aorta de coelho
evocado pelo sildenafil e andlogos 6r e 6u nao envolve bloqueio do influxo de célcio.
Investigamos ainda se o relaxamento induzido pelo sildenafil, 6r e 6u envolve a
participagdo de canais de potassio. Trabalhos prévios, utilizando artéria peniana de eqiiinos,
constataram que o NO liberado de fibras NANC age por ativacdo da GCs e acimulo de
GMPc, seguido de abertura de canais de potassio ativados por Ca®". Estes canais, quando
ativados, causam hiperpolarizacio da membrana e relaxamento da artéria peniana,

auxiliando no mecanismo de ere¢do (Simonsen et al., 1995). Onoue et al. (1997)
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demonstraram que o relaxamento induzido pelo zaprinast (inibidor de PDES) foi
significativamente reduzido pela charibdotoxina em artérias cerebrais de cobaia. Outro
trabalho mostrou que os canais de potassio estdo envolvidos na resposta vasodilatadora
induzida pela acetilcolina em aorta de rato, pois, a charibdotoxina e 4-aminopiridina
reduzem este efeito relaxante (Ferrer et al., 1999); assim, canais de potassio dependentes de
Ca®" de alta conduténcia parecem mediar, a0 menos parcialmente, a resposta relaxante do
GMPc. Nossos resultados mostram que em anéis desprovidos de endotélio, o relaxamento
induzido pelo sildenafil, 6r e 6u ndo envolve a participagdo de canais de potassio, uma vez
que na presenga dos bloqueadores de canais de potassio (charibdotoxina, apamina,
glibenclamida e tetraectilamonio) ndo notamos alteracdo significativa das respostas
relaxantes. Nossos resultados estdo de acordo com estudos prévios mostrando que o
relaxamento induzido pelo sildenafil na artéria peniana ¢ devido a inibicdo da quebra do
GMPc para GMP, e que canais de potéassio sensiveis ao ATP ndo participam de forma
significativa no relaxamento evocado pelo NO e outros agentes que aumentam os niveis de
GMPc neste tipo de tecido (Rubio et al., 1995; Simonsen et al., 1995; Prieto et al., 1998).

No geral, nossos resultados mostram que o relaxamento induzido pelo sildenafil (mas
ndo pelos andlogos 6r e 6u) ¢ modulado pela via NO-GCs-GMPc. Por outro lado, nem
canais de potédssio nem de célcio estdo envolvidos no relaxamento induzido pelo sildenafil
e analogos 6r ¢ 6u.

Sabe-se que em alguns leitos vasculares com endotélio integro, o relaxamento induzido
pela acetilcolina envolve além do NO, a formagdo de prostaciclina endotelial, que atua
ativando a adenilil ciclase promovendo acimulo de AMPc no musculo liso. Assim,

investigamos se o relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil ocorre por producao
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de prostaciclina. Observamos que o relaxamento produzido pelos analogos do sildenafil
ndo foi alterado pela indometacina (inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase), excluindo a
possibilidade destes analogos estarem promovendo relaxamento pela producdo de
prostanoides, ou mesmo por inibir fatores contratéis liberados pelo endotélio, derivados da
via da ciclooxigenase.

Em resumo, o relaxamento induzido pelo sildenafil, 6r e 6u nao envolve a participagdo
de canais de potéssio e de célcio, nem envolve a formagdo de prostandides. As respostas
relaxantes destes dois analogos nao foram alteradas em tecidos desprovidos de endotélio e
foram independentes da via NO/GMPc, sugerindo que estes andlogos podem ser de
particular interesse em diversas patologias onde ocorre disfun¢do endotelial. Assim, seria
de interesse realizar estudos de farmacocinética com os analogos 6r e 6u para se explorar

suas potencialidades terapéuticas.
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5. SUMARIO E CONCLUSAO
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L.

II.

I1I.

IV.

A molécula piperazina ndo ¢ necessdria para a atividade inibitéria da PDES
plaquetaria visto que o sildenafil e seus analogos (6c, 6e, 6f, 6h, 6i, 61 ¢ 60)
conseguiram inibir a atividade da PDES5 plaquetaria de maneira concentragao-
dependente. Os analogos derivados da molécula n’n’etilenodiamina (6r, 6s, 6t, 6u ¢
6v) apresentaram boa atividade inibitéria.

O sildenafil e andlogos do sildenafil induziram relaxamento concentragao-
dependente em corpo cavernoso de coelho, a exe¢ao do andlogo 6m. O analogo 6f
mostrou o melhor perfil farmacoldgico no relaxamento.

O sildenafil e analogos do sildenafil evocaram relaxamento concentragdo-
dependente em anéis de aorta de coelho. Tendo em vista que, o relaxamento
induzido pelos analogos 6r ¢ 6u na aorta de coelho ndo ¢ alterado em tecidos
desprovidos de endotélio, nem dependente da via NO/GMPc.

O relaxamento evocado pelos andlogos 6r e 6u niao envolve a participacao de canais
de calcio e/ou potéssio, nem a formagao de prostandides como a prostaciclina.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o andlogo 6f pode servir de base para
o desenvolvimento de novos inibidores de PDES para o tratamento da disfun¢do
erétil e os andlogos 6r e 6u podem ser de particular interesse em patologias

decorrentes de disfuncao endotelial.
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Apéndice A

Estrutura dos vinte analogos do sildenafil (6a-v).
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Relaxamento (%) Relaxamento (%) Relaxamento (%)

Relaxamento (%)

Apéndice B

Relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil no corpo cavernoso de coelho.
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Figura B. Curvas concentragdo-efeito (0,001-10 uM; n=4) ao sildenafil e analogos do
sildenafil em corpo cavernoso de coelho. Os valores representam médias + E.P.M. de
relaxamento calculadas em relagdo ao tonus induzido pela fenilefrina (10 pM). A curva ao

sildenafil foi repetida em cada painel para facilitar a comparagao dos compostos.
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Apéndice C
Relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil em anéis de aorta com endotélio

integro ou removido.
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Figura C. Curvas concentracao-efeito ao sildenafil e aos analogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta isolada de coelho com endotélio (®) ou removido (0). Os valores representam
médias + E.P.M. para 5 experimentos. Os valores de poténcia (pECs) estdo inseridos em cada

painel.
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Apéndice D
Valores de poténcia (pECs) e de resposta maxima (E,x) para o sildenafil e andlogos em anéis
de aorta com endotélio integro na auséncia ou na presenca de L-NAME (100 uM). shift

representa o deslocamento a direita provocado pelo inibidor.

pECs Emax (%)
Auséncia Presenca Shiftt Auséncia Presenca
Sildenafil 7,25+ 0,07 6,52 +0,13* 5 768 49 £ 5*
6a 7,18 +0,17 6,44 + 0,22** 6 59+3 41 £ 5"
6b 6,80 + 0,14 6,35 £ 0,20* 3 69+9 51+2
6¢c 7,16 £0,17 6,39 £ 0,25** 6 63+8 43 +5
6d 7,22 + 0,08 6,81 £0,10* 3 86 + 1 71+ 4*
6e 7,28 £0,10 6,45 +0,12** 7 90 +4 62 + 4*
6f 7,28 £0,10 6,57 £ 0,09 ** 5 89+3 66 + 2**
69 7,40 £ 0,06 6,79 + 0,09* 4 91+4 81+3
6h 7,02 £0,14 6,53 +0,13* 3 66 + 6 61+5
6i 7,08 £0,13 6,65+0,17* 3 746 47 £ 4*
6l 7,18 £0,14 6,63 +0,16* 4 77 +3 58 + 2*
6m 6,81 £ 0,19 6,47 £0,17* 3 66 2 49 £ 2*
6n 7,18 £ 0,14 6,60 £ 0,10* 4 72+4 68 + 4
60 7,32 £ 0,09 6,62 + 0,09** 5 915 64 + 4**
6p 7,46 + 0,06 6,70 £ 0,08** 6 93 +2 65 + 4**
6q 7,04 £ 0,09 6,53 £ 0,07* 3 87+3 84+5
6r 7,21 £0,10 7,11 £0,10 - 82+4 85+5
6s 7,28 £ 0,11 6,69 +0,12* 4 70+5 60 + 4
6t 7,21 £0,10 6,58 +0,15* 4 73+2 64+5
6u 6,93 £0,12 6,75+0,12 - 75+5 675
6v 7,07 £0,15 6,40 + 0,14** 5 69+38 54 +1

tshift provocado pelo L-NAME. *P<0,05; **P<0,01, comparado ao respectivo controle.
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Apéndice E
Relaxamento induzido pelos andlogos do sildenafil na auséncia e na presenga do L-

NAME (100 uM) em anéis de aorta com endotélio integro.
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Figura E. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e aos analogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta com endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) de L-NAME (100
uM). Os dados representam as medias = E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia

(pECso) estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice F
Valores de poténcia (pECsyp) e de resposta maxima (En.x) para o sildenafil e analogos
(0,0001-10 uM) em anéis de aorta com endotélio removido na auséncia ou na presenca de L-

NAME (100 uM). Dados representam a média = E.P.M para 6-8 experimentos.

PECs Euax (%)
Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sildenafil 6,57 £ 0,11 6,48 £ 0,21 56 + 1 41+£3
6a 6,74 £ 0,22 6,70 £ 0,26 41+3 42 +3
6b 6,48 + 0,20 6,44 £0,12 49+4 47 £ 4
6¢c 6,54 + 0,31 6,60 £ 0,32 40 +4 44 +4
6d 6,78 £0,10 6,72 £0,10 70+ 3 72+5
6e 6,68 + 0,09 6,53 £ 0,09 755 69 +3
6f 6,71 £0,10 6,51 £ 0,11 674 60 +3
69 6,76 £ 0,11 6,69 £ 0,11 734 67 +3
6h 6,49 £ 0,14 6,42 £0,14 47 +4 48 +4
6i 6,61 +£0,12 6,69 £ 0,11 52 +6 56 +5
6l 6,48 £ 0,22 6,57 £0,15 46 +4 51+4
6m 6,42 + 0,26 6,54 £0,19 42 £2 44 £ 2
6n 6,69 £ 0,11 6,61 +£0,12 614 60 +4
60 6,64 £0,10 6,49 £ 0,08 60 +4 50+4
6p 6,68 +£0,10 6,57 £ 0,08 72+6 70+6
6q 6,54 £ 0,07 6,49 £ 0,07 88 +3 799
6r 7,01 £0,11 7,01 £0,09 82+3 88 +4
6s 6,75+ 0,11 6,82 + 0,11 66 +7 70+ 3
6t 6,73 £ 0,11 6,65+ 0,11 695 675
6u 6,81 £ 0,09 6,59 + 0,11 68 +7 62 +8
6v 6,47 £ 0,19 6,37 £0,14 515 47 +5
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Apéndice G

Relaxamento induzido pelos andlogos do sildenafil na auséncia e na presenga do L-

NAME (100 uM) em anéis de aorta com endotélio removido.
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Figura G. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e aos andlogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta com endotélio removido, na auséncia (0) ou na presenca (®) de L-NAME (100
uM). Os dados representam as medias = E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia

(pECso) estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice H
Valores de poténcia (pECsg) e de resposta maxima (En,x) para o sildenafil e analogos em
anéis de aorta com endotélio integro na auséncia ou na presenga de ODQ (10 uM). O shift

representa o deslocamento a direita provocado pelo inibidor.

pECs Emax (%)
Auséncia Presenca Shiftt Auséncia Presenca
Sildenafil 7,25 +0,07 6,51 £ 0,10** 6 76 +8 59 + 3*
6a 7,18 £0,17 6,46 +0,10* 5 59+3 47 +£3
6b 6,80 + 0,14 6,46 £0,11* 3 69+9 52 +4
6¢c 7,16 £0,17 6,47 £0,10* 5 63+8 49 +4
6d 7,22 + 0,08 6,68 £ 0,10* 3 86 + 1 69 + 4*
6e 7,28 £0,10 6,48 +0,11* 6 90 +4 63 + 5**
6f 7,28 £0,10 6,55 + 0,10** 5 89+3 64 + 3*
69 7,40 £ 0,06 6,78 +0,08* 4 91+4 80+8
6h 7,02+0,14 6,44 +0,14* 4 66 + 6 63+5
6i 7,08 £0,13 6,47 +0,16* 4 74+ 6 55+7
6l 7,18 £0,14 6,57 + 0,09* 4 77 +3 57 +2*
6m 6,81 £0,19 6,46 + 0,10* 3 66 +2 54 + 3*
6n 7,18 £ 0,14 6,67 £0,11* 3 72+4 64 +3
60 7,32 £ 0,09 6,40 +0,10* 8 915 64 +5**
6p 7,46 + 0,06 6,63 £ 0,06** 7 93+2 68 + 3**
6q 7,04 £ 0,09 6,58 £ 0,08* 3 87+3 74 +5
6r 7,21 £0,10 7,08 £ 0,09 - 82+4 84 +4
6s 7,28 £ 0,11 6,60 +0,12* 5 70+5 64 +3
6t 7,21 £0,10 6,64 +0,14* 4 73+2 67 +3
6u 6,93 £0,12 6,72 £ 0,11 - 75+5 69+5
6v 7,07 £0,15 6,40 + 0,14** 5 69+38 55+3

tshift provocado pelo ODQ. *P<0,05; P<0,01, comparado ao seu respectivo controle.
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Apéndice I
Relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil na auséncia e na presenga do ODQ

(10 uM) em anéis de aorta com endotélio integro.
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Figura I. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e aos analogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta com endotélio integro, na auséncia (o) ou na presenga (®) de ODQ (10 uM).
Os dados representam as medias = E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia (pECsg)

estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice J
Valores de poténcia (pECso) e de resposta maxima (Ep,x) do sildenafil e analogos (0,0001—

10 uM) em anéis de aorta com endotélio removido, na presenga ou na auséncia do ODQ (10

uM). Dados representam a média + E.P.M para 6-8 experimentos.

pECs Eumax (%)
Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Sildenafil 6,57 £ 0,11 6,51 £ 0,09 56 + 1 54 +2
6a 6,74 £ 0,22 6,50 £ 0,10 41+3 43+2
6b 6,48 + 0,20 6,45+ 0,12 49 +4 51+3
6¢c 6,54 + 0,31 6,50 £ 0,10 40+4 44 £ 2
6d 6,78 £0,10 6,69 £0,10 70+3 65+6
6e 6,68 + 0,09 6,53 £ 0,11 75%5 62 +3
6f 6,71 £0,10 6,55 + 0,11 67 +4 614
69 6,76 £ 0,11 6,73 £ 0,09 73+4 73*6
6h 6,49 £ 0,14 6,39 £0,17 47 +4 47 + 4
6i 6,61 +£0,12 6,63 +0,11 52 +6 58 +3
6l 6,48 + 0,22 6,50 £ 0,09 46 +4 512
6m 6,42 + 0,26 6,41 £0,12 42 +2 47 +3
6n 6,69 £ 0,11 6,64 £0,14 61+4 59+4
60 6,64 £0,10 6,32 £0,10 604 65+6
6p 6,68 +£0,10 6,75 £ 0,08 72+6 68 +7
6q 6,54 £ 0,07 6,59 + 0,07 88+3 82+7
6r 7,01 £0,11 7,14 £ 0,07 82+3 86 +2
6s 6,75+ 0,11 6,76 £ 0,14 66 +7 65+3
6t 6,73 £ 0,11 6,66 £ 0,13 695 60 +5
6u 6,81 £ 0,09 6,60 £ 0,12 68 +7 64 +7
6v 6,47 £0,19 6,34 £0,14 515 53+4
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Apéndice K
Relaxamento induzido pelos andlogos do sildenafil na auséncia e na presengca do ODQ

(10 uM) em anéis de aorta com endotélio removido.
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Figura K. Curva concentragdo-efeito ao sildenafil e aos andlogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta com endotélio removido, na auséncia (0) ou na presenca (®) de ODQ (10 uM).
Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia (pECsg)

estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice L
Valores de poténcia (pECs) e de resposta maxima (E...x) para o sildenafil e analogos em anéis de

aorta com endotélio integro, na presenca ou na auséncia do BAY 41-2272 (0,03 uM).

Sildenafil
6a
6b
6c
6d
6e
6f
69
6h
6i
6l
6m
6n
60
6p
6q
6r
6s
6t
6u

6v

PECso Einax (%)
Auséncia Presenca Shiftt Auséncia Presenca
7,25 £ 0,07 7,24 £ 0,08 - 76+ 8 8317
7,18 £0,17 6,88 £+ 0,14 - 59+3 67 +£5
6,80 £ 0,14 7,07 £0,13 - 69+7 80+8
7,16 £0,17 7,07 £0,13 - 638 775
7,22 +0,08 7,38 £ 0,09 - 86 £ 1 88+2
7,28 £0,10 7,45 + 0,09 - 90 +4 95+4
7,28 £0,10 7,73 £0,08 ** 3 89+3 101 £ 1
7,40 £ 0,06 7,64 £ 0,07 - 91 +4 97 +4
7,02+£0,14 6,95+0,13 - 66 £ 6 67 £2
7,08 £0,13 7,30 £0,14 - 74 £ 6 77+5
7,18 £ 0,14 7,33+0,14 - 773 815
6,81 £ 0,19 7,01 £0,16 - 662 73+6
7,18 £ 0,14 7,33 £ 0,11 - 72+4 767
7,32 £ 0,09 7,47 £ 0,08 - 915 102+£3
7,46 £ 0,06 7,62 £ 0,07 - 93+2 1003
7,04 £ 0,09 7,35+£0,06 2 87+3 99 +1
7,21 £0,10 7,60 +£0,07 * 2 82+4 97 +2
7,28 £0,11 7,38 £ 0,08 - 70+5 83+6
7,21 £0,10 7,31 £ 0,11 - 732 8517
6,93 £ 0,12 7,41 +£0,09 " 3 75+5 88 +6
7,07 £0,15 7,08 £0,10 - 69 +8 84+3

Tshift provocado pelo BAY 41-2272. * P<0,05, comparado com seu valor controle. *P<0,05,
comparado ao valor do sildenafil na presenca do BAY 41-2272. Dados representam a média

+ E.P.M para 6-8 experimentos.
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Apéndice M
Relaxamento induzido pelos andlogos do sildenafil na auséncia e na presengca do BAY

41-2272 (0,03 uM) em anéis de aorta com endotélio integro.
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Figura M. Curva concentracao-efeito ao sildenafil e aos analogos do sildenafil (0,0001-10 uM)
em anéis de aorta com endotélio integro, na auséncia (0) ou na presenca (®) de BAY 41-2272
(0,03 uM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de

poténcia (pECsg) estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice N
Valores de poténcia (pECs) e de resposta maxima (E.x) para o sildenafil e andlogos em anéis

de aorta com endotélio removido, na presenca ou na auséncia do BAY 41-2272 (0,03 uM).

pECs Emnax (%)
Auséncia Presenca Shiftt Auséncia Presenca
Sildenafil 6,57 £ 0,11 6,85 + 0,09 - 56 + 1 66 + 6
6a 6,74 £ 0,22 6,74 £ 0,23 - 41 +3 46 +4
6b 6,48 + 0,20 6,86 £ 0,13 - 49 +4 67 +4
6¢c 6,54 + 0,31 7,03 £ 0,23 - 40+ 4 54 +5
6d 6,78 £ 0,10 7,08+0,11* 2 70+3 80+2
6e 6,68 + 0,09 7,22 £0,08 ** 3 75+5 %+2*
6f 6,71 £0,10 7,23 £0,07 ** 3 67 +4 94 £1*
69 6,76 £ 0,11 7,37 £0,07 *** 4 73+4 93+5*
6h 6,49 £ 0,14 6,54 £ 0,13 - 47 +4 58 + 4
6i 6,61 £0,12 7,03 +£0,09 * 3 52 +6 86+5*
6l 6,48 £ 0,22 6,77 £ 0,17 - 46 + 4 59 +4
6m 6,42 £ 0,26 6,53 +0,18 - 42 +2 5814
6n 6,69 £ 0,11 7,09+0,11~ 3 614 795"
60 6,64 £ 0,10 7,09 £ 0,06 * 3 60 +4 90+3*
6p 6,68 £ 0,10 7,04 £0,07 * 2 72+6 88+6
6q 6,54 + 0,07 7,18 £ 0,05 ** 4 88+3 101+2*
6r 7,01 £ 0,11 7,50 £ 0,07 ** 3 82+3 98+2*
6s 6,75 £ 0,11 7,14 £0,09 - 66 +7 79+3
6t 6,73 £ 0,11 6,90 + 0,11 - 69+5 81+4
6u 6,81 £ 0,09 7,32 £0,06 ** 3 68 +7 87+8*
6v 6,47 £ 0,19 6,51 £0,14 - 51+5 55+5

" shift a esquerda provocado pelo BAY 41-2272. *P<0,05; ** P<0,01, comparado com seu
valor controle. * P<0,05, comparado com o valor do sildenafil na presenga do BAY 41-

2272. . Dados representam a média + E.P.M para 6-8 experimentos.
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Apéndice O
Relaxamento induzido pelos analogos do sildenafil na auséncia e na presenga do BAY

41-2272 (0,03 uM) em anéis de aorta com endotélio removido.
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Figura O. Curva concentracio-efeito ao sildenafil e aos andlogos do sildenafil (0,0001-10 uM)

em anéis de aorta com endotélio removido, na auséncia (0) ou na presenga (®) de BAY 41-2272
(0,03 uM). Os dados representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de

poténcia (pECsg) estdo inseridos em cada painel.
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Apéndice P

Relaxamento induzido pelo GTN na auséncia e na presenca dos andlogos do sildenafil

(6a-v, 0.1 uM) em anéis de aorta com endotélio removido.
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Figura P. Curva concentragdo-efeito ao GTN (0,0001-10 pM) em anéis de aorta com endotélio
removido, na auséncia (0) ou na presenca (®) dos analogos do sildenafil 6a-v (0,1 uM). Os dados
representam as medias + E.P.M. para 6-8 experimentos. Os valores de poténcia (pECsg) estdo

inseridos em cada painel.
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