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A sindrome da bexiga hiperativa atinge grande parte da populacdo mundial, e gera sintomas
que prejudicam a qualidade de vida dos portadores. Estd associada com a hiperatividade do
detrusor que se dd por um aumento das contragdes espontaneas. Alguns estudos tém
mostrado que a defici€éncia de NO € um dos fatores responsdveis por gerar estas contracdes
espontineas. E sabido que o mecanismo de sinalizacio do NO envolve a ativacio da
guanilil ciclase solivel e producdo de GMPc. Atualmente, algumas drogas t€m sido
sintetizadas para mimetizar o efeito exercido pelo NO, tal como o BAY 41-2272, um
potente estimulador da guanilil ciclase solivel independente de NO. Virios trabalhos
mostraram que o BAY 41-2272 causa relaxamento de varios tipos de musculatura lisa,
podendo ser um composto com grande potencial terapéutico em doengas onde a via do
NO/GMPc esta prejudicada. O objetivo deste trabalho € investigar a capacidade do BAY
41-2272 de relaxar detrusor isolado de camundongo, coelho e rato in vitro e 0s mecanismos
farmacolégicos envolvidos na resposta relaxante. Camundongos C57b6 machos (30-40 g),
coelhos New Zealand machos (2-3 kg) e ratos Wistar machos (250-300 g) foram
anestesiados e mortos. As bexigas foram removidas e fragmentos de detrusor foram
montados em banho para 6rgdos isolados contendo 10 ml de solu¢do de Krebs. Curvas
concentraco-resposta a0 BAY 41-2272 (10° — 10™* M) foram construidas em tecidos pré-
contraidos com carbacol (10 uM) ou KCI (80 mM), na auséncia ou na presenga de L-
NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase; 100 uM), ODQ (inibidor da guanilato ciclase
solivel; 100 uM), Sildenafil (inibidor da fosfodiesterase tipo-5; 10 uM), ou inibidores de
canais de potdssio (0,1 uM charibdotoxina + 1 uM apamina; 1uM tetraetilamo6nio; ou 10
uM glibenclamida). Curvas concentragio-resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP; 10% -
10™* M), gliceril trinitrato (GTN; 10°® — 10 M) e 8Br-GMPc (10® — 10™* M) foram também
construidas. Contragdes induzidas por CaCl, extracelular foram avaliadas na presenca do
BAY 41-2272, bem como o efeito no influxo de cdlcio em plaquetas isoladas de coelho.
Niveis de GMPc e AMPc foram avaliados ap6s a estimulagdo do detrusor com BAY 41-
2272 (10 e 100 uM) e SNP (100 uM) na auséncia ou na presenca de ODQ (100 uM),
através de imunoensaio enzimatico (ELISA). O BAY 41-2272 produziu relaxamento de
detrusor isolado de camundongos, ratos e coelhos de maneira concentracdo-dependente,
com valores de resposta médxima de 61,3 + 6,6%, 91,7 £ 59% e 95,1 + 9,9%,
respectivamente. Detrusor de coelhos foram selecionados para os experimentos
subseqiientes. Os doadores de NO, SNP ¢ GTN, bem com o 8Br-GMPc produziram um
discreto relaxamento comparado ao BAY 41-2272. O tratamento dos tecidos com L-NAME
(100 uM) ou sildenafil (10 uM) ndo afetou de maneira significativa o relaxamento induzido
pelo BAY 41-2272. Entretanto, o ODQ (100 uM), reduziu significativamente a resposta ao
BAY 41-2272. Os bloqueadores de canais de K* (apamin + charibdotoxina, glibenclamida
ou tetraetilamdnio) também ndo afetaram a resposta relaxante do BAY 41-2272. O BAY
41-2272 (10 e 100 uM) elevou os niveis de GMPc em cerca de 14 e 20 vezes
respectivamente, sem afetar os niveis de AMPc. Na menor concentragdo do BAY 41-2272
(10 uM), o ODQ aboliu a elevacdo dos niveis de GMPc, ao passo que na maior
concentracdo do BAY 41-2272 (100 uM), o ODQ inibiu parcialmente a eleva¢do dos niveis
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de GMPc. A adi¢do de CaCl, (0,01-30 mM) extracelular em detrusor isolado de coelhos
causou contracdo de maneira concentragdo-dependente que foi significativamente reduzida
pelo tratamento prévio com BAY 41-2272 (1 e 10 uM), sendo que este efeito ndo foi
prevenido pelo ODQ. O BAY 41-2272 reduziu significativamente o aumento dos niveis
intracelulares de célcio em plaquetas de coelho induzido por trombina. Em resumo, o BAY
41-2272 produz relaxamento em detrusor isolado de camundongos, coelhos e ratos através
da producao de GMPc e da inibi¢do do influxo de célcio que independe de GMPc.
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Overactive bladder (OAB) is a highly prevalent condition that affects millions of people
worldwide with a profound effect on quality of life. The bladder overactivity is related to
spontaneous contractions of the detrusor smooth muscle causing an increase in the
intravesical pressure and consequently stimulation of the micturirion reflex. Evidences
suggest that impairment of nitric oxide (NO) signaling pathway may account for OAB. It is
well established that NO signaling pathways involves soluble guanylate cyclase (sGC)
stimulation and cyclic GMP production. Recently, pharmacological agents capable of
directly stimulating soluble guanylate cyclase independenly of NO, such as BAY 41-2272
has been reported to produce relaxation of different types of smooth muscle, showing great
therapeutic potential in disturbs which NO pathway is impaired. The present study aimed to
evaluate the capacity of BAY 41-2272 to relax isolated mouse, rat and rabbit DSM and the
mechanism underlying these response. C57b6 male mice, Wistar male rats and New
Zealand male rabbits were anesthetized, and urinary bladder removed. DSM was
transferred to 10-mL organ baths containing oxygenated and warmed Krebs-Henseleit
solution. Tissues were connected to force-displacement transducers and changes in
isometric force were recorded. Concentration-response curves to BAY 41-2272 (10° — 10™
M) were constructed, in previously contracted tissues with carbachol (10 uM) or KCI (80
mM), in the absence and in the presence of L-NAME (Nitric Oxide Synthase inhibitor; 100
uM), ODQ (sGC inhibitor; 100 uM), Sildenafil (phosphodiesterase type-5 inhibitor; 10
uM), or potassium channel blockers (0.1 uM charybdotoxin + 1 uM apamin; 1 pM
tetraecthylammonium; or 10 uM glybenclamide). Concentration-response curves to sodium
nitroprusside (SNP; 10® — 10 M), glyceryl trinitrate (GTN; 10® — 10 M) and 8Br-cGMP
(10"8 - 10" M) were also constructed. CaCl,-induced contractions in DSM and calcium
influx in rabbit isolated platelets were evaluated in the presence of BAY 41-2272. Levels of
cAMP and cGMP in DSM strips were determined after treatment with BAY 41-2272 (10
and 100 uM), SNP (100 uM) in the absence or in the presence of ODQ (100 uM) using
specific EIA kit. BAY 41-2272 (0.001-100 uM) produced concentration-dependent DSM
relaxations in mouse, rat and rabbit with maximal responses of 61.3 + 6.6%, 95.1 £ 9.9%
and 91.7 £ 5.9%, respectively. The NO-donors sodium nitroprusside and glyceryl trinitrate,
as well as 8-bromo-cGMP also produced concentration-dependent rabbit DSM relaxations,
but to a lesser extent than BAY 41-2272. Pretreatment with L-NAME (NO synthesis
inhibitor) or sildenafil (phosphodiesterase-5 inhibitor) had no effect in BAY 41-2272-
induced responses. However, the soluble guanylyl cyclase inhibitor ODQ significantly
reduced BAY 41-2272-induced relaxantions. BAY 41-2272 (10 and 100 uM) increased the
bladder cGMP levels by about of 14- and 20-fold, respectively, without affecting the cAMP
levels. The cGMP increases in response to BAY 41-2272 and SNP were markedly reduced
by ODQ. CaCl, caused a concentration-dependent contraction in DSM strips and BAY 41-
2272 significantly reduced the contractile responses to extracellular Ca** in an ODQ-
insensitive manner. BAY 41-2272 also significantly reduced the increase of intracellular
calcium levels induced by thrombin. This inhibitory effect was completely reverted after
the treatment with ODQ. BAY 41-2272 relaxes DSM of the three animal species studied.
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BAY 41-2272-induced DSM relaxation involves mainly ¢cGMP production, but an
additional mechanism involving Ca®* influx blockade independently of cGMP production
appears to be involved.
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1.INTRODUCAO




1.1. Anatomia da Bexiga Urinaria

A bexiga possui duas fungdes principais, 0 armazenamento e a eliminacdo de urina.
Estes processos envolvem uma sincronia de acdes do musculo detrusor e da uretra. As
fibras musculares do detrusor sdo capazes de se distender, permitindo um aumento do
volume da bexiga, sem aumento da pressdo intravesical, e de se contrair de maneira
suficiente para gerar a pressdo necessdria para liberar a urina (Turner & Brading, 1997).

A bexiga € dividida em duas regides distintas: uma ampla regido localizada acima
dos orificios dos ureteres, denominada “corpo da bexiga”, formado pela parede da bexiga, e
uma regido menor, abaixo dos orificios ureterais, denominada “base da bexiga”, que €
formada pelo musculo trigono, pela juncio uretrovesical e pela parede anterior da bexiga
(Gosling, 1979).

A parede da bexiga da bexiga é formada por uma camada mucosa interna,
denominada de urotélio, e pela musculatura lisa, denominada de detrusor, a qual € recoberta
externamente por fascia. O urotélio € uma camada epitelial composta por, uma camada de
células basais, uma camada celular intermediaria e uma camada celular superficial formada
por células hexagonais denominadas “umbrella cells”. Estas células sdo conectadas através
de tight junctions e possuem em sua superficie proteinas denominadas de uroplaquinas que
reduzem a permeabilidade da bexiga a pequenas moléculas como dgua e ions, formando
uma barreira impermeavel. Além disso, o urotélio parece atuar dinamicamente na funcao da
bexiga sendo capaz de detectar estimulos fisioldgicos e quimicos. Estes estimulos fazem
com que as células uroteliais produzam transmissores como ATP, Oxido Nitrico (NO),
substancia P, acetilcolina, entre outros (Birder & De Groat, 2007)

Imediatamente abaixo da camada mucosa, a parede da bexiga € constituida de trés

camadas de musculatura lisa. As duas camadas externas possuem orientacdo longitudinal
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enquanto que a central € circular. Em pequenos animais de pequeno porte, os feixes de
musculatura lisa se distribuem de maneira menos complexa, faceis de visualizar, enquanto
que em humanos os feixes ndo estdo claramente divididos em camadas, mas percorrem
diferentes direcOes. O detrusor apresenta tanto caracteristicas de musculatura lisa unitdria,
onde o potencial de acdo percorre rapidamente entre as células, como caracteristicas de
musculatura lisa multi-unitarias, descritas como fibras ricamente inervadas e controladas
por impulsos nervosos (Andersson & Arner, 2004). Ou seja, o detrusor é dotado de uma
importante atividade espontinea, entretanto depende também da modulagdo via sistema
nervoso autonomo. A musculatura lisa contrai uniformemente durante a fase de

esvaziamento da bexiga urindria, e relaxa durante a fase de enchimento.

1.2  Inervacao da bexiga urinaria

O controle da funcdo da bexiga € feito principalmente pelo sistema nervoso
autdbnomo. Durante o processo de enchimento ocorre ativagdo de fibras simpdticas e
inativacdo de fibras parassimpaticas ao nivel pré-sindptico. Por outro lado, durante a fase de
eliminacdo ocorre a estimulagdo de fibras parassimpdticas que levam a contracdo da
musculatura lisa e conseqiientemente a elimina¢do da urina (De Groat, 2006).

As fibras simpaticas originam-se do ganglio lombo sacral que atinge a bexiga via
nervo pélvico e do ganglio mesentérico inferior que atinge a bexiga via nervo hipogastrico
(De Groat, 2006). Estas fibras, quando estimuladas, liberam noradrenalina que promovem
relaxamento do detrusor através da interacdo com receptores f-adrenérgicos.

As fibras parassimpaticas surgem da por¢do sacral da medula espinhal e inervam a

bexiga via nervo pélvico. Essas fibras possuem axOnios que se comunicam com células

ganglionares presentes no ganglio pélvico através da interacdo da acetilcolina com
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receptores nicotinicos ganglionares (De Groat, 2006). Os neurdnios pds-sindpticos, quando
estimulados, liberam acetilcolina provocando a contracdo da musculatura lisa via receptores

muscarinicos

1.3 Mecanismos Envolvidos Durante a Micc¢ao

No processo de mic¢do, a contragdo do miusculo liso da bexiga € mediada
predominantemente pela ativagdo de receptores muscarinicos (Andersson & Arner, 2004).
Embora a bexiga expresse mais receptores M, do que M3, a resposta contrétil decorrente da
estimulagdo muscarinica € evocada, principalmente, pela ativacdo de receptores Ms
(Yamaguchi et al., 1996; Sigala et al., 2002). Os mecanismos intracelulares observados no
desenvolvimento da resposta contritil incluem a ativagcdo da fosfolipase C, com formagao
de inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), levando assim ao aumento dos niveis
intracelulares de cdlcio (Andersson & Arner, 2004). Subseqiientemente, o cdlcio se liga a
calmodulina, a qual ativa a miosina quinase (MLCK), levando a fosforilagdo da cadeia leve
da miosina (MLC,). Durante este processo, a MLC,, fosforilada interage com a a-actina,
resultando na contracdo do musculo liso (Murthy et al., 2003). O aumento dos niveis de
calcio € conseqiiéncia de sua mobilizacdo a partir do reticulo sarcoplasmético e/ou de seu
influxo através de canais de cdlcio presentes na membrana celular.

O papel da proteina quinase C (PKC) na contratilidade do musculo liso da bexiga
permanece contraditério, pois grande parte dos estudos indica que a PKC ndo tem
influéncia direta na poténcia ou eficicia em respostas contrateis mediadas por estimulagdo
de receptores muscarinicos (Fleichman et al., 2004; Schneider et al., 2004; Braverman et
al., 2006). Entretanto, a PKC pode ser importante durante a fase sustentada da contragdo da

bexiga, podendo atuar conjuntamente com a Rho-kinase para mediar esta resposta
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(Takahashi et al., 2004). Varios agonistas causam contracdo desproporcional ao aumento
concomitante e transitorio da concentragdo intracelular de célcio, indicando a existéncia de
sensibilizacdo ao célcio decorrente de sua acdo (Bradley & Morgan, 1987). Este efeito é
mediado por proteinas que se ligam ao GTP, as quais recrutam outros sistemas

intracelulares (Karaki et al., 1997; Somlyo & Somlyo, 2003).

1.4 Mecanismos Envolvidos Durante o0 Armazenamento de Urina

O processo de armazenamento de urina compreende o relaxamento do detrusor e a
contracdo da uretra impedindo o esvaziamento. A ativacdo de receptores P-adrenérgicos
promove o relaxamento muscular e redu¢do da pressao intravesical, ao passo que na uretra,
a ativacao de receptores o-adrenérgicos leva a contracdo do esfincter interno impedindo a
eliminagdo da urina (De Groat et al., 1999).

Trés subtipos de receptores B-adrenérgicos (Bi, P2 e Ps) foram identificados no
detrusor, porém a participacdo dos diferentes subtipos na resposta relaxante varia de acordo
com a espécie animal. Em detrusor de humanos os receptores -adrenérgicos sdo expressos
na propor¢do de 1,5%, 1,4% e 97% para B, B> e B3, respectivamente, sendo o relaxamento
mediado principalmente pelos receptores B3 (Seguchi et al., 1998; Yamaguchi, 2002). O
subtipo B; parece ndo ter importancia funcional no relaxamento do detrusor de ratos, ao
passo que em caes e coelhos, a ativacdo destes receptores parece contribuir para o
relaxamento da bexiga. Receptores B, e B3 parecem ser igualmente responsdveis pelo
relaxamento do detrusor em ratos; porém, em coelhos, os receptores [, tém maior
participacdo nas respostas relaxantes quando comparados aos 3 (Yamazaki et al., 1998).

A estimulacdo de receptores [B-adrenérgicos dispara uma cascata de eventos

celulares iniciando-se com a ativagdo da enzima adenilil ciclase induzindo acumulo de
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adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O aumento dos niveis de AMPc leva a ativagdo da
proteina quinase A (PKA) que tem como funcdo a fosforilagdo de proteinas especificas
promovendo o relaxamento da musculatura lisa. Dentre as agdes atribuidas a PKA estd a
inativacdo da MLCK e o aumento da recaptacdo de cdlcio para o reticulo sarcoplasmatico
através da fosforilagdo da fosfolambana, diminuindo o célcio citosdlico (Tanaka et al.,
2005; Uchida et al., 2005). A ativacdo de receptores f pode promover o relaxamento do
detrusor também por mecanismos independentes de AMPc, incluindo a ativacdo de canais
de potéssio. Dentre estes canais, destacam-se os canais de potédssio ativados por calcio
(BKca), que levam a hiperpolarizacdo das células musculares, causando o fechamento dos
canais de célcio do tipo L e conseqiiente bloqueio do influxo de célcio para o meio
intracelular.

O NO parece também contribuir para a fase de enchimento da bexiga, embora ainda
ndo se saiba o exato papel desta molécula neste processo. Acredita-se que o NO participe
do relaxamento do detrusor ajudando a manter o preenchimento da bexiga em condig¢des de

baixa pressao (Poladia & Bauer, 2004).

1.5 Oxido Nitrico

O NO € um radical livre formado a partir da L-arginina, através de uma reacao
catalisada por uma familia de enzimas denominadas NO sintase (NOS). Essas enzimas sdao
dimeros formados pelos dominios redutase e oxidase, semelhante as enzimas citocromo P-
450. O dominio redutase apresenta grupos prostéticos, FAD, FMN e apresenta sitios de
ligacdo para o complexo célcio calmodulina e NADPH. O dominio oxigenase apresenta um
grupo heme e sitios de ligacdo para a 5,6,7,8-tetraidro-L-biopterina (BH4) e para a L-

arginina. O NADPH atua como doador de elétrons e as flavoproteinas transportam os
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elétrons até o ferro, presente na por¢dao heme, que reage como o oxigénio formando radical
anion superdxido. O oxigé€nio € responsdvel pela oxidacdo do nitrogénio terminal da
guanidina. A reacdo inicial envolve a N-hidroxilagdo do nitrogé€nio terminal da guanidina
formando N-hidroxi-L-arginina que também atua como substrato da NOS. A etapa
subseqiiente consiste na oxida¢cdo da N-hidroxi-arginina em NO e L-citrulina. Existem trés
isoformas de NOS, denominadas de endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel
(iNOS), cada qual codificada por diferentes genes (Stuehr et al., 2004).

O mecanismo de sinalizacao intracelular do NO envolve a interagdo com a enzima
guanilil ciclase solivel que catalisa a conversdao do GTP em GMPc (Arnold et al., 1977). O
aumento dos niveis de GMPc em células musculares lisas estd diretamente relacionado com
o processo de relaxamento. O GMPc ativa uma proteina quinase dependente de GMPc
(PKG) que fosforila uma série de alvos intracelulares provocando em ultima estancia o
relaxamento da musculatura lisa. Entre os fendmenos atribuidos a PKG estdo ativacio de
BKc,, da miosina fosfatase, de bombas Ca’*ATPase presentes no reticulo sarcoplasmatico e
inibi¢do da producao de IP; (Hofmann et al., 2009).

Em bexiga urindria humana, verificou-se imunorreatividade para a nNOS nas fibras
nitrérgicas da superficie submucosa e entre as células musculares (Persson et al., 1999),
enquanto a eNOS foi detectada tanto em células endoteliais venulares como nas células do
musculo liso (Fathian-Sabet et al., 2001). Varios estudos foram realizados a fim de avaliar
o papel do NO no funcionamento da bexiga. Entretanto, os resultados obtidos sdo
conflitantes, o que impossibilita o entendimento correto da fun¢cdo do NO na funcdo da
bexiga. Estudos in vitro realizados em detrusor isolado de ratos e porcos mostraram que a
adicao de doadores de NO em tecidos previamente contraidos produziram somente um

discreto relaxamento, sendo que em camundongos, 0s mesmos compostos ndo produziram
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qualquer efeito relaxante (Persson et al., 1992; Persson & Andersson, 1992; Fujiwara et al.,
2000). Por outro lado, acredita-se na possibilidade que o NO exerca um efeito modulatério
na contracdo do detrusor. Doadores de NO foram capazes de aumentar a atividade
miogénica e a contracdo induzida pelo carbacol e por estimulacdo elétrica (Moon, 2000;
Yanai et al., 2008).

A inibi¢do da sintese de NO, bem como a delecdo génica da NOS e PKG, tem sido
utilizadas como estratégia experimental para se compreender o papel do NO na bexiga
urindria. Persson e colaboradores (1992) verificaram em ratos que a administracio intra-
arterial de L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS) promove a redu¢do do volume
miccional e da capacidade da bexiga, bem como aumenta as contracdes espontaneas. De
maneira similar, a administracdo aguda de L-NMMA (inibidor ndo seletivo da NOS) em
gatos gerou reducdo do limiar de mic¢do (volume necessdrio para disparar o reflexo
miccional), sugerindo aos autores que o NO participa da fase de enchimento (Theobald,
1996). Além disso, recente estudo do nosso grupo, utilizando detrusor isolado de ratos,
mostrou-se que a inibi¢do cronica de NO causa um aumento significativo das contra¢des
induzidas por agonistas muscarinicos, e reducio do relaxamento induzido por agonistas [33-
adrenérgicos (Monica et al., 2008).

Experimentos realizados em camundongos deficientes de nNOS mostraram
aumento da massa total da bexiga, acompanhada de hipertrofia da camada muscular lisa e
aumento da freqiiéncia miccional (Burnett et al., 1997). Somado a isso, Johansson e
colaboradores (2002) demonstraram que ratos submetidos a obstrucdo parcial da uretra
apresentaram hipertrofia da camada muscular e redugdo da expressdo da nNOS. Este
mesmo trabalho mostrou ainda o NO exerce um efeito inibitdrio sobre o crescimento das

células musculares da bexiga. Além disso, em camundongos deficientes da proteina quinase

9



dependente de GMPc, verificou-se, que embora ndo se tenha encontrado alteracdes
morfoldgicas na bexiga, os animais apresentaram aumento da freqii€ncia de contracdes
involuntdrias que € caracteristico de um detrusor hiperativo (Persson et al., 2000).

Todas as evidéncias levam a crer que o NO esta envolvido com o funcionamento da
bexiga, mais precisamente durante a fase de enchimento. Embora ndo se tenha idéia exata
do papel exercido pelo NO nesta fase, os trabalhos sugerem que a falta deste mediador pode

desencadear distdrbios no funcionamento da bexiga, levando a hiperatividade do detrusor.

1.6 Guanilil ciclase solivel e BAY 41-2272

A guanilil ciclase solivel (GCs) medeia vérias fun¢des importantes, como inibicao
da agregacdo plaquetdria, relaxamento do musculo liso, vasodilatagdo, transdugdo de sinais
em neur6nios e imunomodulacdo (Lucas et al., 2000). A GCs € uma proteina
heterodimérica contendo um grupamento heme, e consiste de duas subunidades,
denominadas a e [, com pesos moleculares variando de 72 a 77 kDa cada. A regido C-
terminal de ambas as subunidades forma um dominio catalitico responsédvel pela conversao
de GTP em GMPc, o qual € necessdrio e suficiente para a atividade basal da GCs (Foerster
et al., 1996). O grupo prostético heme estd localizado na regido N-terminal da subunidade o
e a formagdo do complexo nitrosil-heme induz uma mudanca conformacional na GCs que
resulta no aumento de sua atividade enzimatica (Lucas et al., 2000). A formacgdo do
segundo mensageiro GMPc leva a ativacdo da PKG, regulando assim varios processos
fisiolégicos como ténus do musculo liso, excitabilidade neuronal, transporte de eletrélitos,
fototransdug¢do na retina e proliferacdo celular (Hobbs & Ignarro, 1996; Hobbs, 1997;
Lucas et al., 2000; Rivero-Vilches et al., 2001).

Alguns trabalhos foram realizados com o intuito de se identificar o alvo do NO no
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trato urinario inferior (Smet et al., 1996; Fathian-Sabet et al., 2001; Masuda et al., 2002).
Entretanto, alguns trabalhos divergem sobre a identificacdo da GCs no detrusor. Smet e
colaboradores (1996) demonstraram que somente células da camada mucosa apresentam
marcacao para GMPc, ndo havendo nenhuma marcacdo em células musculares lisas em
bexigas de cobaias. De maneira similar, Masuda e colaboradores (2002) verificaram um
aumento da atividade da GCs apds estimulacdo com SNP em bexigas de coelho, sendo este
efeito significativamente maior na mucosa comparado a musculatura lisa. Por outro lado,
em bexigas urindrias humanas identificou-se marcacdo para GCs nas células da
musculatura lisa, e secundariamente nas células uroteliais (Fathian-Sabet et al., 2001).
Virios estudos tém demonstrado que o composto S-ciclopropil-2-[1-(2-fluor-
benzil)-1H-pirazol[3,4-b]piridin-3-il]-pirimidin-4-ilamina (BAY 41-2272) constitui um
potente estimulador de GCs (Stasch et al., 2001; Becker et al., 2001; Straub et al., 2001).
Ao contrério dos nitratos organicos convencionais, cuja eficdcia € limitada algumas vezes
pelo desenvolvimento de tolerdncia apds administracdo cronica (Chen et al., 2002), a
estimulacdo da GCs pelo BAY 41-2272 ndo causa o desenvolvimento de tolerancia, a julgar
por experimentos realizados em animais espontaneamente hipertensos (SHR; Stasch et al.,
2001). Além disso, a administracdo oral do BAY 41-2272 reduz a hipertensdo arterial em
ratos espontaneamente hipertensos e ratos deficientes cronicos de NO, que é acompanhada
de reducdo da hipertrofia cardiaca e efeitos antiplaquetérios (Stasch et al., 2001; Zanfolin et
al., 2006). Em diferentes preparacdes vasculares, incluindo aorta de coelho, artéria
mesentérica e artéria basilar de ratos, o BAY 41-2272 causa relaxamento vascular
acompanhado por aumento dos niveis intracelulares de GMPc (Priviero et al., 2005;
Teixeira et al., 2006a,b). Em corpo cavernoso humano e de coelhos, bem como em miusculo

anococcigeo de ratos, 0 BAY 41-2272 causa relaxamentos concentracdo-dependentes, os
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quais sdo parcialmente inibidos na vigéncia de inibicdo da GCs (Baracat et al., 2003;
Teixeira et al., 2006c). De modo semelhante, demonstrou-se recentemente que o BAY 41-
2272 relaxa corpo cavernoso de camundongos e potencializa as respostas eréteis mediadas
pelo NO (Teixeira et al., 2007). Interessantemente, ao lado da via NO-GMPc, tem sido
descrito que o BAY 41-2272 causa aumento dos niveis de AMPc em outros tipos celulares
como eosin6filos humanos e células THP-1 (Thomazzi et al., 2005; Borges de Oliveira-Jr et
al., 2007). Ao mesmo tempo, vérios trabalhos tém mostrado efeitos adicionais do BAY 41-
2272, independentes da producdo de GMPc. Por exemplo, em diferentes tecidos vasculares
e em musculo anococcigeo, demonstrou-se que o efeito relaxante induzido pelo BAY 41-
2272 nao € totalmente abolido pela inibi¢cdo da GCs pelo ODQ (Teixeira et al., 2006a,b,c).
Entretanto, em aorta de coelhos, o ODQ mostrou-se capaz de inibir completamente os
niveis elevados de GMPc em resposta ao BAY 41-2272 (Priviero et al., 2005). Tem sido
proposto que o BAY 41-2272 atua por diferentes mecanismos para geragao da resposta
relaxante. Em estudos realizados com artéria basilar e mesentérica de ratos, verificou-se
que o BAY 41-2272 reduz o influxo de calcio (Teixeira et al., 2006a,b). Em outro estudo
utilizando artéria pulmonar de ovinos, verificou-se que o BAY 41-2272 produz
relaxamento desta musculatura através da estimulacdo de bombas de sédio, de maneira

independente de GMPc (Bawankule et al., 2005).
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Justificativa

A sindrome da bexiga hiperativa constitui uma série de sintomas caracterizados por
urgéncia, com ou sem incontinéncia de urgéncia, acompanhada por aumento de freqiiéncia
urindria e noctiria (mic¢io 2 noite) que compromete a qualidade de vida dos pacientes. E
caracterizada por aumento das contracdes involuntdrias durante a fase de enchimento,
caracteristicas de um detrusor hiperativo (Abrams et al., 2002). Os estudos epidemiolégicos
mostram que cerca de 16% da populacdo estudada apresenta a sindrome da bexiga
hiperativa (Milsom et al., 2001; Stewart et al., 2003).

A inibi¢do da sintese de NO e a delecdo génica de enzimas envolvidas na via
NO/GMPc levando a hiperatividade do detrusor foi mostrada em diversos estudos com
animais indicando que o mediador tem papel importante no funcionamento da bexiga
urindria. Entretanto estudos funcionais mostraram somente uma acao discreta de compostos
doadores de NO em detrusor isolado de diferentes espécies animais, permanecendo confuso
o papel do NO neste sistema.

O BAY 41-2272 € um potente estimulador da guanilil ciclase solivel independente
de NO que mostrou grande efeito relaxante em musculatura lisa vascular in vitro, e reduziu
a pressdo de animais espontaneamente hipertensos. De maneira similar, o BAY 41-2272
produziu o relaxamento de musculatura lisa cavernosa e uretral, in vitro. Curiosamente,
nenhum estudo foi realizado a fim de avaliar a resposta do BAY 41-2272 em bexiga
urindria. Como o composto produz relaxamento de diferentes tipos de musculatura lisa
atuando na via NO/GMPc, via que parece estar envolvida com o aparecimento da bexiga
hiperativa, o composto pode ter grande potencial terapéutico na sindrome da bexiga

hiperativa.
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Objetivos
Investigar a capacidade do BAY 41-2272 de relaxar detrusor isolado de
camundongo, coelho e rato in vitro e os mecanismos farmacoldégicos envolvidos na resposta

relaxante.

Objetivos Especificos

1. Realizar curvas concentracdo-resposta para o BAY 41-2272 em
detrusor isolado de camundongos, coelhos e ratos;

2. Realizar curvas concentracdo-resposta para os doadores de NO (SNP
e GTN) e para o andlogo do GMPc, 8Br-GMPc em detrusor isolado de coelhos;

3. Realizar estudos funcionais e bioquimicos para investigar a
importancia do GMPc na resposta relaxante do BAY 41-2272 em detrusor de
coelhos; para tanto, curvas concentracdo-resposta ao BAY 41-2272 foram
construidas na auséncia e na presenga de L-NAME, ODQ ou sildenafil. Os niveis de
GMPc foram também quantificados nos tecidos estimulados com o BAY 41-2272.

4. Realizar estudos bioquimicos para investigar a importancia do AMPc
no relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 em detrusor de coelhos; para tanto, os
niveis de AMPc foram quantificados nos tecidos estimulados com o BAY 41-2272.

5. Realizar estudos funcionais para investigar a possibilidade de o BAY
41-2272 causar bloqueio de influxo de calcio em detrusor isolado de coelho. Isto foi
realizado através de curvas concentragdo-resposta ao cloreto de célcio na auséncia e
na presenca do BAY 41-2272 em meio desprovido de célcio. O efeito do BAY 41-
2272 na mobiliza¢do de célcio em plaquetas de coelhos ativadas com trombina foi
também investigado.

6. Realizar estudos funcionais para investigar a possibilidade de o BAY
41-2272 causar relaxamento via ativacdo de canais de potédssio dependentes de ATP
(Katp) €/ou ativados por célcio (KCa2+); para tanto, curvas concentracao-resposta ao
BAY 41-2272 foram construidas na auséncia e na presenca de glibenclamida
(bloqueador de Katp), apamina (bloqueador de KCa2+ de baixa condutincia) e

charibdotoxina (bloqueador de KC32+ de alta condutancia).
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Animais de experimentacao

Foram empregados camundongos adultos machos C57b6 (30 — 40 g), coelhos
adultos machos New Zealand (2 - 3 kg) e ratos adultos Wistar machos (250 — 300 g)
procedentes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA) e aprovado pela Comissdo de Etica em experimentacdo Animal (Protocolos

1479-1; 1480-1; 1481-1).

2.2 Isolamento e preparacao do detrusor

Ratos e camundongos foram mortos por inalagcdo excessiva de halotano e os coelhos
foram anestesiados com uretano (1 g/kg i.v.). Apds exsanguinagdo dos animais, realizou-se
uma abertura na porcao inferior do abdomen e a bexiga foi exposta. Em seguida, o 6rgdo
foi removido, e a parte superior, que corresponde ao musculo detrusor, foi selecionada.
Nesta por¢do foram feitos dois pequenos cortes na regido inferior central do tecido, e com
auxilio de agulhas o tecido foi fixado na forma retangular. Em seguida, foram feitos cortes
longitudinais separando dois fragmentos.

Os fragmentos do detrusor foram colocados em cadmaras para 6rgaos isolados, cuja
capacidade € de 10 ml, contendo solu¢do de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢ao
(mM): NaCl (118,5); KCl (4,8); CaCl, (2,5); MgS04 (1,2), NaHCO; (25,0), KH,PO4(1,2) e
glicose (10,1), aquecido a 37°C, pH 7,4, e oxigenados com uma mistura de 5% de CO;:
95% de O,. Os tecidos foram fixados pelas extremidades com linha de nylon, sendo que
uma delas ficou presa a um suporte de resina para a fixa¢do, e a outra ligada a um

transdutor isométrico. A tensdo basal inicial foi de 20 mN para bexigas de coelhos e ratos e
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de 10 mN para bexiga de camundongos. O periodo de equilibrio compreendeu 1 h, com

lavagens sucessivas a cada 20 min. A tensao foi ajustada para a manutencao do tdnus basal.

2.3 Curvas concentracao-resposta

A viabilidade do tecido foi testada com a adicdo uma solugdo de cloreto de potdssio
(80 mM). Os relaxamentos induzidos pelo BAY 41-2272, SNP, GTN e 8Br-GMPc foram
obtidos em tecidos pré-contraidos com carbacol (10 uM). O BAY 41-2272 foi dissolvido
em dimetil sulféxido (DMSO) atingindo a concentracdo final de 0,3% na cuba.

Os inibidores L-NAME, ODQ, sildenafil, glibenclamida, apamina, charibdotoxina e
tretaetilamonio (TEA) foram adicionados 30 min antes do inicio da constru¢do das curvas
concentracdo-efeito. A resposta foi detectada através de transdutores isométricos e
registrada em um sistema Power Lab v 4.2. Os valores da poténcia dos agonistas e
respostas mdximas foram calculados pela seguinte equagao:

E=Emax/((1+(1010°" + @), onde E é elevacdo do tonus basal, E.x € a mdxima

(1PN

resposta que o agonista pode produzir, “c” € o logaritmo da ECs, que € a concentracdo do
agonista que produz 50% da resposta maxima; “x” € o logaritmo da concentragdo do
agonista, o expoente, “N”, significa a inclina¢do da curva concentragdo-resposta e @ ¢ a
resposta observada na auséncia do agonista. As andlises de regressdes ndo lineares para

determinar os parametros En,, l0gECsp e o “n” sdo feitas utilizando-se o programa

computacional GraphPad Prism, considerando o parametro @ como zero.
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2.4 Protocolos Experimentais
2.4.1 Efeito do BAY 41-2272, SNP, GTN e 8Br-GMPc em detrusor de
camundongos, coelhos e/ou ratos
Foram feitas curvas concentracdo-resposta cumulativas ao BAY 41-2272 (0,001 —
100 uM) em detrusor isolado de camundongos, coelhos e ratos. Em coelhos foram feitas
curvas concentragdo-resposta SNP (0,01 — 100 uM), GTN (0,01 — 100 uM) e ao andlogo de

GMPc, 8Br-GMPc (0,01 — 100 uM).

2.4.2 Efeito do L-NAME, ODQ, sildenafil e bloqueadores de canais de

potassio

Curvas concentragdo-resposta ao BAY 41-2272, na presenca de L-NAME (100
uM), ODQ (100 uM) ou sildenafil (10 uM) foram construidas para se avaliar o papel
funcional do GMPc nas respostas induzidas pelo BAY 41-2272.

Curvas concentragcdo-resposta a0 BAY 41-2272 na presenga de TEA (1 pM) foram
construidas para se avaliar a participacdo de canais de potdssio sensiveis a voltagem.
Curvas concentragcdo-resposta ao BAY 41-2272 na presenca de glibenclamida (10 uM)
foram realizadas para se avaliar a participacdo de Karp na resposta relaxante induzida por
BAY 41-2272; e curvas concentragdo-resposta ao BAY 41-2272 na presenca de apamina (1
uM) + charibdotoxina (100 nM) foram realizadas para se avaliar a participacdo de K™ de

alta e de baixa condutancia.

2.4.3 Curvas concentracao-resposta ao cloreto de calcio
Para se avaliar o efeito do BAY 41-2272 no influxo de cdlcio nas células

musculares lisas de detrusor isolado de coelhos, o tecido, apds estabilizacdo e teste com a
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solucdo de KCl, foi incubado com Krebs desprovido de cdlcio (na presenca de EGTA). Em
seguida, vdrias incubacdes com carbacol e lavagens com Krebs desprovido de célcio (na
presenca de EGTA), foram realizadas para que o cdlcio do meio intracelular fosse
removido. Os tecidos foram novamente incubados com KClI (80 mM) e A4cido
ciclopiazonico (inibidor da bomba Ca2+/ATPase; 1 uM) durante 10 min. Feito isso, os
tecidos foram incubados com o BAY 41-2272 (0,1 a 10 uM) ou nifedipina (1 uM) por 30
min apés o qual foram realizadas curvas concentracdo-resposta ao cloreto de calcio (0,01
mM — 10 mM). Este protocolo experimental foi realizado de acordo com estudo prévio em

artéria mesentérica de ratos (Lagaud et al., 1999).

2.4.4 Determinacao dos niveis de nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc)

Para determinagdo dos niveis de AMPc e GMPc em detrusor isolado de coelhos, os
fragmentos foram equilibrados durante 30 min em solu¢do de Krebs continuamente
oxigenada a 37°C. Os tecidos foram entdo estimulados por 10 min com BAY 41-2272 (10
uM; 100 uM), SNP (100 uM) ou forscolina (ativador da adenilil ciclase; 1 uM). Alguns
tecidos foram incubados previamente com ODQ (100 uM) por 20 min antes da incubagdo
com BAY 41-2272. Em seguida, os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio
liquido, pulverizados, homogeneizados em acido tricloroacético (TCA, 5%) e centrifugados
a 1500 g por 10 min a 4 °C. O TCA foi extraido das amostras através de trés lavagens com
solucdo de éter saturado com dgua. A preparacio do tracer, amostras, padroes e incubacao
com anticorpo foram feitas conforme descrito no kit disponivel comercialmente (Cayman
Chemical Cyclic GMP EIA kit, Cayman Chemical Cyclic AMP EIA kit, Ann Arbor, MI,

EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata.
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2.4.5 Determinacao do influxo de calcio em plaquetas isoladas de coelho

Sangue de coelho colhido na presenca de anticoagulante ACD-C (4cido citrico 3%,
citrato trissodico 4 %, glicose 2 %; 1:9 v/v) foi centrifugado a 300 g por 15 min, obtendo-se
o plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi centrifugado a 800 g por 12 min, o
sobrenadante foi desprezado e as plaquetas foram ressuspendidas em solucao Krebs-Ringer.
As plaquetas (3 x 108 plaquetas/ml) foram incubadas com Fura2-am (2 uM) por 45 min a
temperatura ambiente (Pollock et al., 1986). O Iloprost (mimético estdvel da prostaciclina;
0.8 uM) foi adicionado a suspensdo, € a mesma foi novamente centrifugada a 800 g por 12
min. O precipitado foi ressupendido em solucao de Krebs-Ringer e o nimero de plaquetas
ajustado para 1,2 x 108 plaquetas/ml. Aliquotas plaquetarias de 1 ml foram incubadas com o
BAY 41-2272 na concentragdo de 0,3 a 10 uM por 20 min. Em seguida, aliquotas de
plaquetas (1 ml) foram colocadas em cubetas e mantidas a 37°C sob constante agitacdo. A
concentracdo de célcio externo foi ajustada para 1 mM com CaCl,. Apés 3 min de
equilibrio, adicionou-se trombina (50 mU/ml) a suspensao plaquetéria. A fluorescéncia foi
quantificada em espectrofluorimetro (Hitachi F-2000, Japan) utilizando comprimento de
onda de 340 nm de excita¢do e 500 nm de emissdo. A concentracdo de célcio ([Ca®];) em
nM foi calculada utilizando a equacdo de Grynkiewicz e colaboradores (1985):
[Ca2+]i = kg . (F-Fiin)/(Fmax-F), onde o kq (224) € a constante de dissociacdo do marcador

fluorescente fura.
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3. RESULTADOS
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3.1 Efeito do BAY em detrusor de camundongos, coelhos e ratos

O BAY 41-2272 produziu relaxamento de maneira concentragdo-dependente em
detrusor isolado das trés espécies estudadas, sendo que em coelhos e ratos houve um
relaxamento maior comparado a camundongos (Figura 1). Os valores de resposta mixima
(Emax) para o BAY 41-2272 em coelhos (91,7 = 5,9%; n=11) e ratos (95,1 £ 9,9%; n=4)
que foram significativamente maiores que em camundongos (61,3 + 6,6%; n=5; p<0,05). A
concentracao final de veiculo gerou somente uma pequena reducdo do tonus (cerca de 25%)

nos tecidos previamente contraidos. O detrusor de coelho foi selecionado para os préoximos

experimentos.
0_
S
2
c
[}
E 501
<
S
) coelho
oc
e camundongo i
1004 4 rato f
9 8 7 & 5 -4
log [BAY 41-2272]: M
Figura 1 Curvas concentragdo-resposta a0 BAY 41-2272 em detrusor isolado de

coelho, camundongo e rato. Os dados estdo apresentados como media + erro padrdo da

média para 4-11 animais.
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3.2 Efeito relaxante do SNP, GTN e 8-Br-GMPc

O SNP (0,01 uM - 100 uM) e GTN (0,01 uM — 100 uM) bem como o andlogo de
GMPc 8-Br-GMPc (0,01 uM — 100 uM) também causaram relaxamento concentragcdo-
dependente em detrusor de coelhos. Os valores de resposta maxima para o SNP (52,2 +
2,4%; n=6), GTN (56,1 + 5,7%; n=6) e¢ 8-Br-GMPc (57,2 * 6,5%; n=7) foram

significativamente menores do que os encontrados para o BAY 41-2272 (p<0,01; Figura 2).
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Figura 2 Curvas concentragdo-resposta ao BAY 41-2272 (Painel A), nitroprussiato de

sodio (SNP; Painel B), nitroglicerina (GTN; Painel C) e 8-Br-GMPc (Painel D) em detrusor
isolado de coelho. Os dados estdao apresentados como a media + erro padrdo da média para

6-11 animais.
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3.3 Efeito do L-NAME, ODQ e sildenafil

A figura 3 mostra que o tratamento prévio das preparacdes de detrusor de coelhos
com o L-NAME (100 uM) ou sildenafil, (0,1 pM) ndo alterou de modo significativo o
efeito relaxante do BAY 41-2272 (78,2 = 9,4% e 87,3 + 6,6% respectivamente; n==8),
comparado com o relaxamento do grupo controle (91,7 £ 5,9%; n=11). Entretanto, o
tratamento prévio com ODQ (100 uM) reduziu de modo significativo (p<0,01) a resposta
méxima ao BAY 41-2272 (Figura 3; n=8-11). De maneira semelhante, o tratamento com

ODAQ inibiu significativamente o relaxamento induzido pelo SNP e GTN (tabela 1).
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Painel A. Curvas concentragdo-resposta a0 BAY 41-2272 em detrusor
isolado de coelho na auséncia e na presenca de L-NAME, ODQ ou sildenafil. Painel B.
Curvas concentracdo-resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP) na auséncia e na presenca
de ODQ. Painel C. Curvas concentragdo-resposta a nitroglicerina (GTN) na auséncia e na

presenca de ODQ. Os dados estdo apresentados como a média + erro padrdo da média para
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Tabela 1. Valores de resposta maxima (Eyax) para o BAY 41-2272, nitroprussiato de
s6dio (SNP) e nitroglicerina (GTN) na auséncia e na presenca de ODQ. Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média para n=6-11 animais. *p<0,001

comparado com o respectivo controle.

Emax (% de relaxamento)

BAY 41-2272 91,7+£5,9
BAY 41-2272 (10 uM) + ODQ 52,0 £6,9*
SNP 522+1.13
SNP + ODQ 36,6 £4.1*
GTN 56,1 £5,8
GTN + ODQ 242 £2.16*
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3.4 Efeito do BAY 41-2272 nos niveis de nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc)

Como mostrado na tabela 2, o BAY 41-2272 aumentou os niveis de GMPc em
detrusor de coelhos em cerca de 14 vezes e 20 vezes, nas concentracdes de 10 e 100 puM,
respectivamente. De maneira similar, o SNP (100 uM) aumentou cerca de 26 vezes os
niveis intracelulares de GMPc. O prévio tratamento dos tecidos com ODQ praticamente
aboliu o aumento dos niveis de GMPc induzidos por 10 uM de BAY 41-2272, e inibiu
parcialmente o aumento de GMPc induzido por 100 uM deste composto. Os niveis
elevados de GMPc em resposta ao SNP foram parcialmente reduzidos pelo ODQ (Tabela
2).

O tratamento dos tecidos com BAY 41-2272 (100 uM) nao produziu alteragdes
significativas nos niveis de AMPc comparado com tecidos nao tratados, enquanto que o
tratamento com o estimulador da adenilil ciclase, forscolina (I uM), produziu grande

elevacao nos niveis intracelulares de AMPc (Tabela 2).
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Tabela 2. Niveis de nucleotideos ciclicos em detrusor de coelhos incubados com BAY 41-
2272, nitroprussiato de sédio ou forscolina. Os dados estdo apresentados como a média +
erro padrio da média para 4-5 animais. *p<0.05 comparado com o controle; *p<0.05

comparado com o respectivo grupo nao tratado.

GMPc (pmol/mg tecido) AMPc (pmol/mg tecido)

Controle 0,40 0,17 1,19 0,14
ODQ (100 uM) 0,14 + 0,04 ND
BAY 41-2272 (10 uM) 5,54 +1,13* ND
BAY 41-2272 (10 uM) + ODQ 0,69 +0,18" ND
BAY 41-2272 (100 uM) 8,14 + 2,44 1,38 £0,32
BAY 41-2272 (100 uM) + ODQ 2,93 +0,85" ND
SNP (100 uM) 10,42 + 1,05* ND
SNP + ODQ 3,04 + 0,87 ND
Forscolina (1 uM) ND 10,78 + 2,93

ND, nao determinado.
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3.5 Efeito dos bloqueadores de canais de potassio

A incubacgdo de bloqueadores de canais de potdssio TEA (bloqueador de canais de
potassio dependentes de voltagem; 1 uM), apamina (1 uM; bloqueador de canais de
potdssio ativados por cdlcio de baixa condutancia) + charibdotoxina (0,1 uM; bloqueador
de canais de potéssio ativados por cdlcio de alta condutancia) ou glibenclamida (10 uM;
bloqueador de canais de potéssio sensiveis ao ATP) ndo afetaram a resposta relaxante do
BAY 41-2272 (Figura 4). Os Valores de resposta mdxima na auséncia e na presenca de
TEA, charibdotoxina + apamina e glibenclamida foram 91,7 + 5,9% (n=11), 84,6 + 14,7%

(n=8), 81,3 +£9,7% (n=8) e 88,8 + 8,8% (n=8), respectivamente.

50 Controle

Relaxamento (%)

A ChBTX (0,1 uM) +
Apamina (1 uM)
v TEA(1uM)
100- e Glibenclamida (10 uM)
5% 7 5 5 %
log [BAY 41-2272]: M
Figura 4 Curvas concentragdo-resposta a0 BAY 41-2272 em detrusor isolado de

coelho na auséncia (controle) e presenca de charibdotoxina (ChBTX) + apamina,
tetraetilamodnio ou glibenclamida. Os dados estdo apresentados como a média + erro padrao

da média para 8-11 animais.

32



3.6 Efeito do BAY 41-2272 nas respostas contrateis ao CaCl2

A adi¢@o cumulativa de CaCl, (0,01 a 30 mM) em fragmentos de detrusor, em meio
nutritivo desprovido de célcio foi utilizada para avaliar as contragdes dependentes do
influxo de cdlcio (Figura 5A). A adi¢do de CaCl, produziu uma contragdo concentracao
dependente com resposta mdxima de 137,3 + 11,6% em relag@o a contragdo produzida com
carbacol (10 uM). O tratamento prévio com BAY 41-2272, na concentragdo de 0,1 uM, ndo
alterou significativamente a contracdo ao CaCl,; porém nas concentracdes de 1 uM e 10
UM notamos reducio significativa na resposta contratil ao CaCl,. A adi¢cdo de ODQ (100
uM) ndao modificou o efeito inibitorio produzido pelo BAY 41-2272 (Figura 5B).

Em detrusor tratado com SNP (100 uM) houve cerca de 20% de reducdo (P<0,05)
da contracdo ao CaCl, (97,4 + 4,9% na auséncia 79,7 + 4,0% e presenca de SNP; Figura
5C). Entretanto, este efeito inibitério do SNP foi significativamente menor que aquele

produzido pelo BAY 41-2272.
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Figura 5 Painel A. Curvas concentracdo-resposta ao CaCl, extracelular em detrusor

isolado de coelhos na auséncia e na presenga do BAY 41-2272. Painel B. Efeito do BAY
41-2272 e ODQ nas curvas concentragdo-resposta ao CaCl,. Painel C. Efeito do
nitroprussiato de Sédio (SNP) nas curvas concentragdo-resposta ao CaCl,. Os dados estdo

apresentados como a média + erro padrao da média para 5-6 animais. CCh, carbacol.
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3.7 Efeito do BAY 41-2272 na mobilizacao de calcio em plaquetas

A adi¢do de trombina as plaquetas, em meio rico em célcio (1 mM), elevou a
concentracao intracelular de célcio de 154,1 + 5,8 para 325,9 + 20,7 nM (Figura 6A; n=4).
O tratamento das plaquetas com BAY 41-2272 (10 uM) reduziu de maneira significativa a
elevacao de célcio intraplaquetéria, atingindo concentra¢des proximas as basais (obtidas em
plaquetas ndo estimuladas). Nas concentragdes menores de BAY 41-2272 (0,1 e 1 uM), ndo
observamos alteracdes significativas dos niveis de célcio intraplaquetérios. Este efeito
inibitério produzido pelo BAY 41-2272 foi completamente revertido em plaquetas

incubadas previamente com ODQ (Figura 6B).
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Figura 6 Painel A. Niveis intracelulares de fons cédlcio em plaquetas isoladas de

coelhos na auséncia e na presenca de BAY 41-2272, antes e apds a estimulagdo com
trombina (50 mU/ml). Painel B. Niveis intracelulares de célcio em plaquetas isoladas de
coelho na auséncia e na presenga de BAY 41-2272 (10 uM) ou de BAY 41-2272 (10 uM) +
ODQ (100 uM), antes e ap6s a estimulagdo com trombina (50 mU/ml; *p<0,05 em relacdo
as plaquetas ndo estimuladas). Os dados estdo apresentados como a média + erro padrdo da
média de 4 experimentos. **p<0,01; ***p<0,001 comparado com o veiculo; #p<0,05

comparado com grupo incubado com BAY 41-2272 individualmente.
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4. DISCUSSAO
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O BAY 41-2272 é um potente estimulador da GCs independente de NO e quando
ligado a subunidade o da enzima estimula a produ¢cdo de GMPc (Stasch et al., 2001).
Virios efeitos biologicos foram relatados para este composto como inibi¢do da agregacdo
plaquetaria, relaxamento da musculatura lisa vascular, bem como redugdo da pressdo
arterial, (Stasch et al., 2001; Hobbs & Moncada, 2003; Bawankule et al., 2005). Em nosso
estudo, verificamos que o BAY 41-2272 foi capaz de produzir relaxamento total do
detrusor de coelhos e ratos, e relaxamento parcial do detrusor de camundongos. Além disso,
o relaxamento produzido pelo BAY 41-2272 foi significativamente maior do que aquele
produzido por doadores de NO, como o SNP e GTN, assim como o andlogo do GMPc, 8Br-
GMPc, em detrusor de coelhos.

Estudos prévios avaliaram a resposta funcional de doadores de NO em detrusor de
diferentes espécies animais e mostraram diferencas do percentual de relaxamento. Em
estudo realizado em camundongos, verificou-se que a adi¢cdo cumulativa de SNP ndo foi
capaz de gerar nenhum efeito relaxante; entretanto, em detrusor isolado de ratos e porcos
observou-se que a incubagdo com SIN-1 e SNP gerou, ainda que parcial, um efeito
relaxante (Persson et al., 1992; Persson & Andersson, 1992; Fujiwara et al., 2000). De
maneira semelhante o efeito do BAY 41-2272 em camundongos foi menor comparado com
coelhos e ratos, o que sugere haver uma diferenca na participagdo da via NO/GMPc entre as
diferentes espécies animais.

Neste estudo demonstramos que a resposta relaxante do BAY 41-2272 foi
significativamente maior do que a resposta de doadores de NO e do andlogo do GMPc. E
sabido que tanto doadores de NO quanto o BAY 41-2272 estimulam a GCs, levando a
conversdao de GTP a GMPc, com a ressalva de que o BAY 41-2272 estimula a enzima

através da ligacdo em outro sitio da enzima. A relagdo entre GMPc e relaxamento da
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musculatura lisa estd bem estabelecida na literatura. Diversos estudos mostraram que
inibicdo da GCs (e portanto da producdo de GMPc) resulta em reducdo do relaxamento de
musculatura lisa vascular e ndo vascular, em resposta a estimulacdo de fibras NANC-
nitrérgicas ou adi¢ao de drogas que atuam na via NO (Cellek et al., 1996; Moro et al., 1996;
Olson et al., 1997; Teixeira et al., 1998). Além disso, a inibicio da PDES, enzima que
degrada o GMPc, leva a relaxamento direto da musculatura lisa cavernosa, bem como
potencializa o efeito da estimulacdo de fibras NANC-nitrérgica (Ballard et al., 1998; Toque
et al., 2009). Somando-se a isso, a inibicdo da PDE-5 com o sildenafil gera a
potencializacdo da resposta aos doadores de NO, SNP e GTN, bem como dos estimuladores
da GCs, BAY 41-2272 e YC-1 em artérias basilar e mesentérica, mostrando uma correlacao
entre aumento da concentracdo intracelular de GMPc e relaxamento vascular.
Diferentemente, em nossos resultados a prévia incubacdo com sildenafil, ndo alterou o
relaxamento produzido pelo BAY 41-2272. Esses resultados estdo de acordo com os
mostrados em corpo cavernoso de coelhos e humanos, onde verificou-se que embora o
sildenafil tenha potencializado a resposta ao GTN, ndo houve nenhuma mudanca na
resposta a0 BAY 41-2272. Considerando que o BAY 41-2272 tem atividade inibitéria
sobre a PDE-5 € possivel especular que a falta de sinergismo entre o BAY 41-2272 e
sildenafil ocorre devido a uma competicdo pelo sitio de ligacdo da PDE-5 (Mullershausen
et al., 2004).

Em estudos realizados com aorta de coelhos e artérias basilar e mesentérica de ratos,
verificou-se que o relaxamento provocado pelo BAY 41-2272 tem contribuicdo de NO
proveniente do endotélio, demonstrado através da prévia inibicao da NOS (Priviero et al.,
2005; Teixeira et al., 2006a,b). Entretanto, em nossos estudos, a prévia inibi¢do da NOS

com o L-NAME ndo gerou nenhuma alteracdo na resposta relaxante do BAY 41-2272,
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excluindo a possibilidade de contribuicio do NO endégeno na resposta relaxante do BAY
41-2272 no detrusor.

Por outro lado, nossos resultados mostram que o relaxamento induzido pelo BAY
41-2272 foi inibido pelo tratamento com ODQ), indicando que o GMPc participa ativamente
da resposta relaxante. O tratamento do detrusor com o BAY 41-2272 elevou
significativamente os niveis intracelulares de GMPc, sendo este aumento significativamente
atenuado pelo tratamento prévio dos tecidos com ODQ. Isto reforca a importincia do
GMPc na resposta relaxante ao BAY 41-2272 em detrusor isolado de coelhos. Entretanto,
pode-se notar que o ODQ, nos experimentos funcionais, nao aboliu a resposta relaxante do
BAY 41-2272. Outro aspecto € que o tratamento do detrusor com SNP causou a elevagao
dos niveis aumento nos niveis de GMPc na mesma proporcao que o BAY 41-2272, porém,
a resposta funcional dos doadores de NO (SNP e GTN) e 8Br-GMPc foi marcantemente
menor do que aquela encontrada para 0 BAY 41-2272, sugerindo que o BAY 41-2272 ativa
mecanismos intracelulares adicionais, independentes da produ¢do de GMPc. Dessa forma,
resolvemos investigar as outras possiveis vias de sinalizacdo que estariam envolvidas na
resposta relaxante ao BAY 41-2272.

O AMPc é um segundo mensageiro produzido pela ativacao da adenilil ciclase que
através da ativacdo de uma proteina quinase dependente de AMPc, produz tem agdo
relaxante em musculatura lisa (Adelstein & Hathaway, 1979). Além disso, demonstrou-se
que o BAY 41-2272 estimula a produ¢do de AMPc em certos tipos celulares, incluindo
eosindfilos e células THP-1 (Thomazzi et al., 2005; Borges de Oliveira Jr et al., 2007).
Dessa maneira, investigamos a contribuicdo do AMPc para as a¢des relaxantes do BAY 41-
2272 em detrusor de coelhos. Nossos resultados mostraram que o BAY 41-2272 foi incapaz

de aumentar os niveis de AMPc, excluindo a possibilidade de o AMPc participar da
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sinalizacdo do BAY 41-2272. De maneira semelhante, estudos prévios em artéria basilar e
anococcigeo isolados mostraram que o BAY 41-2272 n3o modifica os niveis de AMPc,
refor¢ando que este composto ndo atua por essa via (Teixeira et al., 2006b,c).

A participacdo de canais i0nicos na regulacdo do tonus muscular liso é bastante
explorada na literatura. Em artérias cerebrais e corondrias foi demonstrada a importancia
dos canais de potdssio ativados por célcio (BKc,) e sensiveis ao ATP (Karp) na regulacio
do tonus vascular (Nelson & Quayle, 1995). Similarmente, em detrusor demonstrou-se, a
participacdo dos BK¢, na resposta relaxante de agonistas -adrenérgicos e o efeito relaxante
de ativadores dos Karp, pinacidil e cromacalina (Zografos et al., 1992; Petkov & Nelson,
2005). Em nossos experimentos, a incubacdo do detrusor com inibidores de canais de
potassio, tanto BKc, como Karp, ndo modificou a resposta ao BAY 41-2272, indicando que
a resposta produzida por este composto ndo se dé através da ativacdo de canais de potdssio.
Estes resultados vao ao encontro do que ja foi verificado em artérias basilar e mesentérica,
onde se mostrou que o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 nao foi afetado apds a
incubagdo com bloqueadores de canais de potassio (Teixeira et al., 2006a,b).

Em seguida, nos preocupamos em investigar uma possivel interferéncia direta do
BAY 41-2272 no influxo de cédlcio no detrusor de coelhos. Os trabalhos existentes na
literatura mostram a importancia do influxo de calcio do meio extracelular para a contracdo
da musculatura lisa; entretanto, divergem quanto a importancia da participa¢cdo de canais do
reticulo sarcoplasmdtico nesta resposta. Primeiramente, foi apontado que a contracdo
mediada por agonistas muscarinicos, bem como por solu¢do concentrada de potdssio,
independe da liberacdo de cdlcio do reticulo sarcoplasmatico. Por outro lado outros
trabalhos mostraram que a liberagdo de cédlcio dos estoques internos € um evento inicial e

importante na contragdo induzida por agonistas muscarinicos, que desencadearia o influxo
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do célcio externo (Batra et al., 1995; King et al., 1998; Visser & Mastrigt, 2000). Em
nossos experimentos verificamos que detrusor previamente incubado com BAY 41-2272
sofreram grande reducdo da resposta contritil ao CaCl,, sendo este efeito ndo prevenido
pelo tratamento com ODQ. Isto sugere que a resposta inibitéria do BAY 41-2272 ndo estd
relacionada com produgdo elevada de GMPc, reforcando assim a idéia de que este
composto atua também por mecanismos independentes de GMPc. Esses resultados estio de
acordo com dados previamente publicados mostrando que o BAY 41-2272 reduz a resposta
ao CaCl, em artérias basilar e mesentérica, mesmo apds o tratamento com ODQ (Teixeira
et al., 2006a;b). Por outro lado, o tratamento dos tecidos com SNP também gerou uma
redugdo na resposta ao CaCl,; entretanto, esta reducdo foi muito menor comparada aquela
encontrada para o BAY 41-2272. Esses resultados sugerem que o BAY 41-2272 reduz o
influxo de célcio proveniente do meio extracelular de maneira independente de GMPc;
entretanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar o exato mecanismo com que o BAY
41-2272 exerce esta acao.

Buscando elucidar o efeito do BAY 41-2272 em curva de CaCl,, utilizamos
plaquetas isoladas de coelho marcadas com um composto que emite fluorescéncia quando
interage com ions calcio (Fura-2AM), para melhor avaliar a movimentac¢ao intracelular do
calcio. Nossos resultados mostraram que a estimulagcdo de plaquetas com trombina provoca
um grande influxo de cdlcio para o meio intracelular comparado com os niveis basais,
como esperado. O tratamento com BAY 41-2272, na concentracdo mais elevada (10 uM),
reduziu significativamente o aumento da concentracdo de calcio no meio intracelular,
mostrando que este composto impede o influxo de cdlcio neste tipo celular. Entretanto,
diferentemente do que vimos para o detrusor, o tratamento com ODQ reverteu

completamente a inibi¢do provocada pelo BAY 41-2272. Isto sugere que o efeito inibitério
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no influxo de célcio em plaquetas de coelho é totalmente dependente da produgdo de
GMPc. A diferenca de resposta encontrada no detrusor e em plaquetas pode ser explicada
pela participagdo de determinados canais de célcio na resposta funcional destes tipos
celulares. Em plaquetas humanas, verificou-se que a mobiliza¢do de cdlcio interno parece
ser muito mais importante para a fung¢do plaquetdria que o influxo de calcio do meio
extracelular, por canais voltagem dependentes (Sage, 1997). Diferentemente, a contracdo
do detrusor, parece depender quase exclusivamente do influxo de cdlcio do meio externo,
como mostrado em estudo de patch-clamp no qual se verificou que a principal fonte de
calcio para o aumento dos niveis intracelulares é o meio extracelular (Ganitkevich &

Isenberg, 1992).
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5.CONCLUSAO
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O presente estudo mostra que o estimulador da GCs independente de NO, BAY 41-
2272, produz relaxamento em detrusor isolado de camundongos, coelhos e ratos de maneira
concentracdo dependente. Em detrusor de coelho, o relaxamento produzido pelo BAY 41-
2272 envolve a producdo de GMPc e influxo de cdlcio. A resposta relaxante produzida pelo
BAY 41-2272 pode ter grande potencial terapéutico para tratar distirbios da bexiga urindria

como a sindrome da bexiga hiperativa.
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