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RESUMO

A deficiéncia de oOxido nitrico (NO) tem sido im@da como um dos principais
mecanismos de disfuncdo endotelial e de Disfuncéil.eA busca de novas
medicacOes deve ser importante para diminuir a gessa doenc¢a.O estudo avaliou o
relaxamento, in vitro, induzido por um novo farmadoador de NO do complexo
Nitrosil-Ruténio (RUT-BPY-IMI) em tiras de corpoawernosos de humanos, retirados
de doadores de oOrgdos para transplante nao-viswgedios, imersos em sistemas de
banhos isolados em solucéo de Krebs (pH7,4, 376&3m contraidos em solucéo de
K* 80mM, e posteriormente novamente pré-contraidas Eenilefrina (PHE 10uM) e
curvas de concentracgéo-resposta ¢%18 10% foram obtidas. Inicialmente o farmaco
era comparado com o Veiculo (DMSO) e com substan@autilizadas em outros
estudos, que demonstraram bons efeitos relaxa®iB, BAY 41-2272 e Vardenafila).
Para esclarecer o mecanismo pela qual esse fapnacmwve seu relaxamento, foram
realizados o0s seguintes experimentos: avaliagdaetbxamento alcancado com a
contracdo com KBOmM, adicdo de um inibidos da Oxido Nitrico sietgBlOS), L-
NAME (100uM); adicdo de ODQ (30uM), um inibidor Gaanilato Ciclase soluvel;
um removedor de NO extracelular, Hemoglobina bov{gauM); Glibenclamida
(10uM), um bloqueador de canais de ions potassie-ddpendente (&r). Os tecidos
expostos ao RUT-BPY-IMI, SNP e DMSO foram congeta@m nitrogénio liquido
para mensurar a quantidade de GMPc.A substanci@qro um relaxamento maximo
(Emax) na musculatura lisa de corpo cavernoso imporidtex = 112,92% £10,03% e
pEC50=4,991+0,1916), 60% a mais que o veiculo. Goamuo RUT-BPY-IMI com o
SNP, a droga estudada mostrou tao eficiente corBt®, ndo mostrando diferenca
entre os dois fax (p=0,3437). Ja com o0 BAY 41-2272, ndo houve difeaeestatistica
em nenhum dos parametros estudades(Ee pEC50). O kax alcangcado na curva
concentracdo- resposta com 8mM foi cerca de 20% menor que a curva com PHE
(10uM) (p=0,0208). Nao houve inibicdo do efeitaxainte maximo da droga com L-
NAME (p>0,05), ou desvio da curva para a direitaadicdo ODQ (30uM) ao banho
diminuiu em cerca de 50% aukx da substancia (p<0,05). Ja a adicdo da hemoglobina
bovina (30uM) néo alterou a capacidade relaxantém@éda substancia (p<0,05). Nao
houve bloqueio de efeito maximo do farmaco comibe@tlamida (10uM) (p>0,05). O

RUT-BPY produziu uma concentracao intracelular déPG 74% maior que o veiculo,



e menor que o SNP.O RUT-BPY-IMI é uma substancaldm NO, potente relaxadora
da musculatura lisa do corpo cavernoso humanobatdocia possivelmente n&o induz
NOS, atua, provavelmente ativando a guanilato seclsolavel, produzindo GMPc,
liberando NO intracelular. Nao parece atuar nosaisade potassio, € ndo atuam no
Katp.

Palavras chave Oxido nitrico-antagonistas e inibidores. GMP &l antagonistas e
inibidores. Pénis- Irrigagdo sanguinea e EfeitosDdegas; Compostos de Ruténio-
metabolismo.



ABSTRACT

Deficiency of nitric oxide (NO) has been implicatesl one of the main mechanisms of
Endothelial dysfunction and erectile dysfunctioheTsearch for new medications must
be important to lessen the burden of this diseBse.study evaluated the relaxation, in
vitro, induced by a new drug of the Nitrosyl-Ruthen complex (RUT-BPY-IMI) into
strips of corpora cavernosa, taken from non-livihngman organ donor  for
transplantation. The strips were immersed in tisgstés in Krebs solution (pH7 .4, 37°
C). They were contracted in 80 mm K + solution, $atér again with Phenylephrine
(PHE 10 pm) and concentration-response curves?(1® 10*uM) were obtained.
Initially the drug was compared with the vehicleMBO) and then with substances
which have already been used in other studies.eTrgys showed very good relaxing
effects (SNP, BAY 41-2272 and Vardenafil). To diathe mechanism by which this
drug promotes relaxation, the following experimentsre carried out: evaluation of
relaxation achieved with the contraction with 80 idm, effect of an inhibitor of nitric
oxide syntase (NOS), L-NAME (100 pum); addition@DQ (30 pum), an inhibitor of
the soluble GuanylateCyclase; a remover of theaegtiular NO, bovine Hemoglobin
(30 um); Glibenclamide (10 pum), a potassium ionncled blocker ATP-dependent
(KaTp). The tissues exposed to the RUT-BPY-IMI, SNP &MSO were frozen in
liquid nitrogen to measure the amount of GMPc.Thstance caused anuix
relaxation in smooth muscle of the corpus cavemmo@tinax = 112.92% + 10.03% and
pPEC50 = 4.991 + 0.1916), 70% more than the vehCemparing RUT-BPY-IMI with
the SNP, the drug studied showed as efficient asSINP, there were no difference
between both &ax (p = 0,3437),. Compared with the BAY 41-2272, ¢éh&as no
statistical difference in any of the parameterdligl ()DEC50 and ¥mx).. The Euax
achieved in concentration-response curve with 80 Kknmwas about 20% lower than
the curve with PHE (10 um) (p = 0.0208). There wasnhibition of the relaxing effect
of drug with L-NAME (p 0.05 >), or deviation fronhe curve to the right. The addition
of ODQ (30 pum) to the bath, decreased 50% ofEhe of the substance (p<0,05).
The addition of bovine hemoglobin (30 pum) did ndterathe capacity maximum
relaxing substance (p<0,05). There was no inhibittw blockade of the maximum
effect of the drug with Glibenclamide (10 pm) (8®.>). The RUT-BPY-IMI tissue

concentration of cGMP produced was 74% over thdcleehand less than the SNP



(p<0,05).RUT-BPY-IMI is a NO-donor, it producespawerful relaxation of the
smooth muscle of the corpus cavernosum. Probabgy,stibstance does not induce
NOS, acts by activating the soluble guanylateCyglasich produces cGMP, releasing
the intracellular NO. It seems that it does notvaté potassium channels, and not act
throw Karp.

Keywords-nitric: oxide-antagonists and inhibitors.Cyclic GMP-amtaigts and

inhibitors.Penis-blood supply and drug effects;fRaium compounds-metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao

A Disfuncao Erétil (DE) é um problema que afetahmsnens desde a
antiguidade. Até meados de 1990, era denominadapmténcia sexual, porém, em
1993 apos o consenso do Instituto de Saude doddsstinidos da América definiu-se
disfuncéo erétil como a incapacidade persistentgbtly ou manter uma erecéo peniana
que possibilite a penetracdo vaginal e uma atiddsekual satisfatéria para o casal
(NIH CONSENSUS DEVELOPMENT, 1993).

1.2 Historico

Apesar de muitos acreditarem que a disfuncdo ekétima doenca do
homem moderno (SKETEL, 1927), os primeiros relal@esmpoténcia datam de 2000
a.C., descrito em papiros egipcios. Na Grécia Antldipdcrates descreveu muitos
casos de impoténcia entre os habitantes ricos aldngia de Scythia, provavelmente
devido ao héabito dos mesmos de locomoverem-se aloca¥’s pobres nédo
apresentavam impoténcia porque andavam a pé. #eletodescreveu trés nervos que
proporcionavam espirito e energia para o0 pénisopdsr que o0 mecanismo de erecdo
envolvia o influxo de ar para o pénis (BRENOT, 1990s Hindus também
descreveram em 800 a.C. a disfuncéo erétil e @cashm a DE como uma possivel
doenca de cunho psicolégico (HERMAN, 1973).

A fisiologia da ere¢ao permaneceu por muito tempsrora, sendo descrita
pela primeira vez por Aristoteles que afirmava quando o homem se inflamava de
desejo o fluxo de ar deixava o pénis erétil, pod@m os estudos de anatomia de
Leonardo Da Vinci, foi evidenciada a presenca desa nos corpos cavernosos de
cadaveres humanos em erecao, mortos por enforcaBRENOT, 1994).

Em 1573, Varolio descreveu a base da fisiologizmgao, estabelecendo
que dois musculos, o isquicavernoso e o bulbocagerrcomprimiam o bulbo do pénis,
impedindo o retorno venoso do pénis (SHAH, 2002)al@ndo Regnier de Graaf
desenvolveu essa teoria e em 1668 ele injetoudfldiehtro dos cadaveres. Quando
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colocava liquido dentro da hipogastrica, o pénisdi@tamente ficava ereto (SHAH,
2002).

A primeira descricdo detalhada da anatomia penfi@ndescrita somente
em 1585, por Ambroise Pare, no livro intituladovild da reprodugéo”. Foi também
Paré que realizou a primeira descricdo da fisial@ti erecdo: “Quando o homem se
inflama de desejo o0 sangue invade seu pénis ea &veto” (BRENOT, 1994).

Ja em 1948, Kinsey, Pomeroy e Mortin mostravanagdie da idade com a
DE, quando descreveu que na idade abaixo de 40 apesas 1 em 40 homens
apresentava algum grau de DE, enquanto 1 em cadamh de 60 anos padecia do
problema.

Dados modernos estimam que 55% dos homens apresBitana idade de
75 anos (MELMAN; GINGELL, 1999; JOHANNES; ARAUJO:EEDMAN, 2000).
Outro estudo, realizado na Massachussets Male Ajindy (MMAS), encontrou que a
probabilidade do homem apresentar disfuncéo epetite aumenta de 5,1% para 15%
quando a idade varia de 40 para 70 anos (JOHANNRSJJO; FELDMAN, 2000).

No Brasil, as estimativas apontam que mais de 4@8ddasileiros entre 40
e 70 anos sofram desta condicdo (MOREIRA, 2001e=melo menos um milhdo de
NOVOS casos surjam por ano nesta mesma faixa EDREIRA, 2002a, b).

Devido ao grande peso que essa doenca represenbeneon, e essa grande
incidéncia, muitos pesquisadores tem buscado estemdisiopatologia da doenca,
estudando novas modalidades terapéuticas e farnedicazes para o tratamento da

disfuncéo erétil.

1.3 Bases anatémicas e fisiofarmacoldgicas da ereca

O pénis, de maneira grosseira, € composto dedrpesseparados por septos
de tecido conjuntivo. Um corpo esponjoso Unicospstenta e protege a uretra ao longo da
superficie ventral do pénis e forma a glande disate. Dois corpos cavernosos paralelos,
gue se estendem ao longo da superficie dorsalni®, pée além de prover estrutura para o
pénis funciona como um reservatorio de sangue tanle®reétil (Figura 1). Os corpos
cavernosos sao envoltos por uma camada fibros&gat@buginea (ANDERSSON;
WAGNER, 1995). Compreendem uma rede de sinusdigiegles pelas artérias helicinais,

que sao ramos terminais das artérias cavernosagstddo flacido, as trabéculas do
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musculo liso dos corpos cavernosos, 0s quais $aistens sinusoides vasculares, estao
tonicamente contraidos e permitem apenas uma pegpemtidade de influxo arterial
(BURNETT et al 1992). A liberacdo de neurotransmissores de nermidos nervos
cavernosos e do endotélio em resposta a estimutasd@@l resulta em relaxamento do
musculo liso do corpo cavernoso e erecao peniana.

O suprimento arterial é dado pelos ramos termidassartérias cavernosas
(artérias helicinais) que sao ramos da artéria qualénterna, apds se bifurcarem em
artéria peniana comum (BURNETEE al, 1992). Ja a drenagem venosa € realizada por
pequenas veias formadas dentro do corpo caverabaixo da tunica albuginea, elas se
unem para formar a veia dorsal profunda que emnalinstancia forma a veia pudenda
interna (LUE, 2002)(Figura 2).Essa distribuicAom§artante para a manutencédo da

erecao.

Figura 1 — Estrutura do corpo pénis

Fonte: Lue et al. (2002).
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Figura 2 — Suprimento arterial e drenagem venosadpos cavernosos
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Fonte: Glineet al. (2002)

A inervagdo peniana pode ser dividida em autonOnf&mpatica e
parassimpatica) e somatica (sensitiva e motora)E(RQ02). A inervacao sensitiva
inicia em receptores da pele, principalmente nadgamas também no pénis, uretra e
corpo cavernoso, 0 nervo sensitivo principal € ovanelorsal do pénis que se une a
outros nervos pélvicos, formando o nervo pudenderin. Esses feixes nervosos
entram na regido sacral e sobem pelo feixe esplAmiico até o talamo e cortex
sensitivo. A inervacdo simpatica advém do plexamddstrico, seus neurdnios liberam
noradrenalina e mantém a fase de flacidez penfaimeervagdo parassimpatica inicia-se
na medula sacral, liberam acetilcolina, e em dltinstancia, liberam Oxido Nitrico
(NO) e GMPc, responsaveis pela fase erétil (LUB220

A funcéo erétil normal envolve trés processos ginés e simultaneos: um
aumento no influxo arterial no pénis, o qual é raédineurologicamente, relaxamento
do musculo liso dos corpos cavernosos e restriga@irno venoso a partir do pénis
(BIVALACQUA et al, 2000). Mais especificamente, 6 mecanismos sabcados em
uma erecao eficaz: 1- Inicialmente ocorre uma alif das artérias cavernosas e
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arteriolas, com aumento do fluxo sanguineo na g$astélica e diastolica; 2- a seguir
ocorre um represamento do sangue dentro dos sSilmssa@o corpo cavernoso; 3-
contracdo do plexo venoso sobre a tunica albugfedazindo o efluxo venoso (Figuras
3 e 4); 4- estiramento da tunica albuginea atéaacapacidade maxima, reduzindo ao
minimo a saida de retorno venoso ao minimo; 5- Aumea pressao intracavernosa
para 100mmHg (alcancando a erecao plena); 6- GQamtrdo musculo isquio-cavernoso
(LUE, 2002).

Figura 3 — Estado flacido onde ndo ha compressbedto venoso
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Figura 4 — Compresséao do plexo venoso com diminudgéefluxo sanguineo
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1.4 O papel do oOxido nitrico no relaxamento da mustatura lisa do corpo

cavernoso

A fisiofarmacologia da erecéo ficou muito tempoatedhecida e o papel do
relaxamento do corpo cavernoso era atribuido aladeta. Em 1980, Furchgott e
Zawadzki
mostraram em um trabalho muito bem desenhado, rasidie aorta de coelho, que a
acetilcolina sé causava relaxamento da musculdisea na presenca de células
endoteliais, que quando as tiras eram tratadasapeaterada das células endoteliais ndo
relaxavam na presenca de acetilcolina. Nesse babfdi sugerida a presenca de um
fator de relaxamento de origem endotelial.

Em 1987, ja estava bem estabelecida a presencandeFator de
Relaxamento Derivado do Endotélio, porém, ainda ®& sabia que molécula era
responsavel por esse efeito. Havia sido sugerido FRaogott que esse fator de
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relaxamento poderia ser o 0xido nitrico. Paleteal (1987), em um trabalho utilizando,
em um sistema de perfusdo em cascata, culturaldeséndoteliais de suinos como
doadores e tiras de aorta de coelho montadas enalgsptiradas o endotélio) como
receptor, demonstrou que a atividade biologica d@ad nitrico e do Fator de
Relaxamento Derivado do Endotélio séo idénticasgere que a natureza quimica do
Fator de Relaxamento era mesmo Oxido nitrico coomgerddo anteriormente por
Fuchgott (PALMERet al, 1987).

A descoberta do Oxido nitrico como fator de relagato, e
neurotransmissor de fibras ndo-adrenérgicas naoecgicas, torna este mediador um
candidato potencial a principal neurotransmissorvoldo na erecdo peniana
(IGNARRO et al 1992). Estudando corpos cavernosos de coelhayriget al em
1990, descobriram que o oxido nitrico via ativag@oguanilato ciclase soluvel era
responsavel pelo relaxamento da musculatura ligarigasa. Em 1992, esse mesmo
autor estudando tecidos humanos retirados em @eudge protese peniana, colocados
em banhos para estudo de tecidositro, conseguiu definir, em corpos cavernosos
estimulados eletricamente, que o 6xido nitricopgincipal mediador da ere¢do também
em humanos. A ativacdo da guanilato ciclase solgvelo Oxido nitrico e
nitrovasodilatadores ja havia sido provada em 19&0 grupo do professor Ferid
Murad na época trabalhando no Departamento de Ealogéa da Universidade da
Virginia em Charlottesville, VA, USA (ARNOL[Rt al, 1977).

Ainda em 1992, Burnetet al demonstraram através de estudos com
imunohistoquimica a presenca de Oxido Nitrico S®@OS) em corpos cavernosos de
ratos, demonstrando e definindo a via da NOS comonaipal via no relaxamento do
COrpo cavernoso.

Atualmente, os pesquisadores concordam que o Oxittwo, liberado
através das fibras ndo-adrenérgicas nao-colinégi€ao principal neurotransmissor
responsavel pelo relaxamento da musculatura liseodoo cavernoso, aumentando a
producdo do GMPc (IGNARREt al, 1990; BURNET Tet al, 1992).

A producdo de 6xido nitrico é realizada por umaireazchamada Oxido
Nitrico Sintase (NOS). Existem pelo menos 3 isofsnda NOS. A primeira é a
NOS1(nNOS), produzido nos neurdnios e tem comol gajpeipal 0 neurotransmissor.
A segunda isoforma é a NOS 2 (iNOS) produzida pi#ulas como macréfagos,

hepatocitos, células musculares lisas, e é indugataprocesso inflamatério, como
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resposta citotoxica, sendo ativada independentealbio. A terceira forma € a NOS 3
(eNOS), essa forma é a enzima que produz o fatoelde#amento endotelial (NO),
(BURNETT et al, 1992; MURAD, 2004), (Figura 5). A sintese de @xittrico, com

estimulo neuronal, a partir da arginina sob a at@icenzima 6xido nitrico sintase
neuronal (NOSn) e sua ligacdo com a enzima guandlihse soluvel (GCs) constitui

passo essencial para o inicio e manutencao dogzsmeeétil (HEDLUNDet al, 2000).

Figura 5 — Esquema representativo da via do Oxitlicm
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Fonte: Murad (2004).

O relaxamento da musculatura lisa cavernosa eagaliatravés do sistema
nucleotideo ciclico intracelular/proteinoquinase neageiro. Dois sistemas séo
implicados no relaxamento: o sistema do AMPc e PG esse Ultimo ativado pela
guanilato ciclase soluvel, e a principal via deaxamento do corpo cavernoso. Esta
enzima atua em alvos intracelulares, fosforilaret®ptores de inositol trifosfato (IP3),
ativando canais de ion potassio, causando hipeipagdo celular e diminuindo o
transporte de ions calcio para o citosol. Estesteseprovocam inativacdo da enzima
miosina quinase de cadeia leve levando a dissacidgé fibras de actina e miosina o
que apresenta como resultado final o relaxamentandaculatura lisa cavernosa,
aumento do influxo sanguineo e erecdo (CORBIN; FRE\ 1999; ANDERSON,
2011), (Figura 5).
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Os principais mecanismos de relaxamento da muscaldisa do corpo
cavernoso humano séo o balangco da concentracaddvidRe,Ganto para 0 aumento da
sua producdo, quanto a diminuicdo da sua degrad&dwimeiro mecanismo sera
descrito adiante, com o uso de drogas doadoragide Witrico, ou por ativacdo direta
da Guanilato-ciclase soluvel. A degradacdo de GMPEMPCc é realizada por uma
enzima chamada de Fosfodiesterase, que realiza reagio de hidrolise desses
sinalizadores, diminuindo sua concentracdo intvpisméatica. Essa enzima foi
inicialmente descoberta por Berthet, SutherlandalleR 1957. Existem mais de 11
familias e mais de 50 isoformas da fosfodiesteraselas estdo presentes em muitas
células do corpo humano (ANDERSSON, 2011). No cagoeernoso humano ja foram
descobertas pelo menos 13 isoformas, porém a PDizbséestudada, e encontra-se em
altas concentragdes citoplasmaticas (KUTHE, 199¢DERSSON, 2011).
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Figura 6 —Farmacologia da erecéo peniana. Viasldgamento do corpo Cavernoso

Fonte: Lue (2002).

A PDE5 é a fosfodiesterase de maior interesse, ma#s utilizada
terapeuticamente. E uma enzima formada por duassl#ules idénticas, com cerca de
100000 Da cada uma, com um sitio catalitico em cadmnidade (CORBIN 2004;



27

FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010). Os inibidores de PDEomo o Sildenafil, agem
competindo com o GMPc por esses sitios, sendo sgees elrogas possuem até 1000
vezes mais afinidade pelo sitio que o GMPc, Naraisé&la via do NO, essas drogas sao
ineficazesn vivo nas doses terapéuticas convencionais, e em &rasrgo cavernosio
vitro, em concentracdes nanomolares estas drogas potenanto o efeito de NO
endogeno (liberado do endotélio por acdo da ackidcpor exemplo ou dos nervos por
estimulagdo elétrica transmural) como exdgenoofrasodilatadores, por exemplo). No
entanto, 0S mesmos sO provocam relaxamento dinetooscentracdes micromolares a
milimolares o que confirma presenca de um ténuergito basal em tiras pré-contraidas
com estimulo adrenérgico (CORBIN, 2004).

A ativacdo da GCs é uma forma de estimular o relex&o da musculatura
lisa do corpo cavernoso humano, sendo essa enxpnessada por todo tipo de células
(LUCAS et al, 2000). Existem dois tipos de guanilato ciclasesoltvel e particulada.
A guanilato ciclase particulada (GCp) € um subgrulgo enzimas de membranas
responsaveis pela sinalizagdo da célula, e baseado seus ligantes pode ser
classificada em: Receptores Peptideo Natriurétieceptores ligadores do peptideo
intestinal, e receptores “Orphan” (LUCAS al, 2000). Ja a GCs € uma enzima que é
encontrada no citosol da célula, e seus ligantes B&/CO, protoporfirina IX,
mecanismo catalitico, e cations divalentes (LUGASI, 2000). O principal ligante
enddgeno da GCs € o NO de origem endotelial e nalieocompostos exdégenos como
o CO. A guanilato ciclase de membrana € ativadgppptideos natriuréticos (SOUSA
et al, 2010; ANDERSSON, 2011). Dois tipos de Peptideasitdéticos se mostraram
importantes no relaxamento do corpo cavernoso gdwhas: o Peptideo Natriurético do
tipo C (PNC) e o Peptideo Natriurético Atrial (PNAm um estudo realizado em CCH,
foi demonstrado que tanto o PNA como a uroguantiveram um efeito relaxante em
tiras de CCH, relacionados a mecanismos tanto dadat® canal de Kca dependente,
sugerindo que os receptores natriuréticos podemaars alvos para drogas para DE
(SOUSAEet al, 2010).

Outras duas drogas que agem diretamente na ativdgaGCs foram
implicadas no relaxamento do CCH. A YC-1 age auarau alostericamente a
afinidade do GTP no seu sitio, com aumento da cragio do GMPc (MULSClet
al, 1997; FRIEBE; KOESLING, 1998). Essa droga denromsin vitro um aumento de
2200 vezes da GCs, na presenca de SNP (doador JéLEBD; MARTIN; MURAD,
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2000), ein vivo, quando administrada intracavernosa, demonstmitosferéteis, além
de aumento do estimulo do nervo cavernoso (MISUZASYAIL 2002). Um derivado
da pirazolopiridina, BAY41-2272, também estimulaetimente a GCs de forma
independente do NO, causando relaxamento de #&a&smgho cavernoso (KALSHt al,
2003). Esse efeito € maior na presenca de um dakdoxido nitrico principalmente
apos a administracdo intravenosa e oral em coalboscientes (BISCHOFEt al,
2003).

Outros farmacos que promovem relaxamento do cogvernoso s&o 0s
doadores de Oxido nitrico. Estudos iniciais redi®a em hipocampo de ratos,
Wieraszkoet al (2001) avaliaram a geracdo de potenciais de agéwogados por
doadores de NO nesta regidao anatdmica. Os auteraendtraram que a acao destas
substancias depende da liberacdo de 6xido nitétzoggdo de um agente redutor e que
a incubacdo de tecidos com oxihemoglobina, um rechmv extracelular de NO,
elimina os efeitos neurofisioldgicos destas sulesdn(WIERASZKOet al, 2001). Por
causa da meia vida excessivamente curta, a ac&Odem sistemas biologicos € de
duragdo muito limitada, além do que, sua degradi¢équimica e liberacdo de cianeto
com efeitos toxicos importantes limita seu usoictinalém de serem menos efetivos
quando dados intracorporeo (MARTINEZ-PINEIRO; LOPHELLO et al, 1995;
MARTINEZ-PINEIRO; CORTEet al,1998).

Recentemente, novos compostos doadores de NO gaseaam maior
estabilidade quimica e menor toxicidade tem sidetolde pesquisa. Um grupo destas
substancias, S-nitroso-glutationa (GNSO) e S-rotidsacetilcisteina (SNACET), foi
utilizada em estudos com tiras de corpos cavernosmsnos montados em sistemas de
banhos isolados e apresentaram um promissor pakedei relaxamento tecidual
(SEIDLERet al, 2002).

1.5 Complexo Nitrosil-Ruténio

Outro grupo de doadores de NO, que tém como neetalténio, séao
solluveis em agua e liberam NO principalmente s@géo de agentes redutores, foi
utilizado para avaliar seu potencial de relaxamembo endotélio vascular. Estas
substancias sao quimicamente estaveis e soluvedgea o que favorece sua utilizagéo
em sistemas biologicos animais (BONAVENTURA al, 2007; LUNARDI, 2009).
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Comparados com outros compostos doadores de N& gslstancias tem a vantagem
de agirem especificamente nos seus alvos. (LUNARIDY). Utilizando aorta de rato
estes pesquisadores demonstraram potente efedcanéé do endotélio vascular por
parte deste grupo de doadores de NO. Utilizande aleéaorta de camundongo estes
autores demonstraram que essas substancias promawta relaxamento vascular
semelhante ao relaxamento induzido pelo nitropatsside sodio. A pesquisa
demonstrou também que as substancias promoviamagée de NO intracelular,
ativava a enzima guanilato ciclase solluvel e adréoa do nitroprussiato sédico que
atua apenas através da liberagcdo de Oxido nitiee, lestas substancias também
promovem liberacdo do anion nitroxil o que podeepoializar um efeito relaxante
adicional. Um mecanismo de ag&o adicional, utiizpdr estas substancias, consiste na
ativacdo de canais de potassio. Em estudo realipadoChrist (2000), este autor
identificou, em corpos cavernosos humanos, a irapor da ativacdo de canais de
potassio no relaxamento daquela estrutura tecidtste autor demonstrou que 0s
principais tipos de canais de® kenvolvidos no relaxamento da musculatura lisa
cavernosa eram canais sensiveis ao calcitg(Kke canais de potassio ativados
metabolicamente (kp). Em estudos realizados por Venkateswaetual (2002),
demonstrou-se que o relaxamento da musculaturaldiseorpos cavernosos humanos
poderia ser potencializado, por ativadores de sat®@potassio sensiveis ao movimento
transmembrana de calcio & Em outro estudo desenvolvido por Prietaal (2006),

0Ss autores demonstraram que o bloqueio de canais patéssio ativados
metabolicamente (Kkp) por um inibidor especifico, glibenclamida, reduzi
significativamente o relaxamento produzido em &$ede resisténcia peniana pelo
inibidor especifico da PDE-5, citrato de sildenafirios estudos tem documentado que
moduladores dos canais dééativadores dos canais dgrK produzem o relaxamento
de musculatura lisa de CCH (ANDERSSON, 2001). Apeakta ativacdo de Kp
estarem envolvidos na acdo da lombina (FREITétSal 2009) e Fentolamina
(GONZAGA-SILVA et al 2005) no corpo cavernoso, a importancia da daongéo
desses canais ainda nao foram definidas. (ANDERSSO0NL). No estudo com anéis
de aorta de coelho, de Bonaventetaal (2007), a incubacdo dos tecidos com um
bloqueador inespecifico de canais de potassio, aetdamonio, reduziu
significativamente o relaxamento induzido pelasstitcias do complexo nitrosil-

ruténio. Em outro estudo, utilizando aorta de co®lhBonaventuraet al (2007)
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demonstraram que um novo doador de 6xido nitricoamaplexo age doando tanto NO,
como NO-(anion nitrosil), enquanto o SNP age somedd, além disso, esse
mecanismo ndo envolve a ativacdo reticulo sarco@itso. Novas drogas, com
composicdes quimicas semelhantes, tem sido impkcadh relaxamento de musculo
liso de corpo cavernoso. Cerquegtaal (2008), em um estudo com corpo cavernoso de
coelho e tiras de aorta, demonstrou que dois nowagpostos do complexo nitrosil
ruténio sdo potentes drogas vasodilatadores, e damaduas drogas produziam um
importante relaxamento no corpo cavernoso, compaay SNP. Um efeito adicional
dessas substancias foi que, quando adicionadaéenglamida, este produziu um efeito
redutor e potencializou relaxamento maximo da suesh (Cerqueirat al, dados néo
publicados). Varias moléculas sédo produzidas aulirido radicais a esse nucleo de
ruténio.

Esses achados demonstram a variedade de mecar@epudgidos na acao
destas substancias e justifica a realizacdo ddassadicionais para avaliar seu potencial
terapéutico. A realizagdo de novos experimentos) aoadicdo de outros radicais ao
nucleo de ruténio, pode trazer melhora na poténcia relaxamento maximo alcancado
por essas substancias. Além disso, a realizac@&xm¥imentos em cOrpos cavernosos
humanos pode aproximar esses resultados ao elfi@ocadoin vivo. Esses compostos
podem produzir no futuro farmacos importantes pateatamento da DE. Portanto, a
determinacdo do mecanismo de acao desse compaEdgmilitar os futuros estudas

Vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a capacidade de relaxamento do composto - cis
[Ru(bpy)2IMn(NO)]+3 (RUT-BPY-IMI), na musculaturash de corpo cavernoso de

humano.

2.2 Especificos

« |dentificar os mecanismos envolvidos no relaxamemuduzido pelo
farmaco cis-[Ru(bpy)2IMn(NO)]+3 (RUT-BPY-IMI);

e Caracterizar a atuacao desse composto no sistersiaalezacéo celular
L-arginina/NO/GMPc;

e Comparar o efeito do RUT-BPY-IMI com outros comjpgstde
capacidade de relaxamento de corpo cavernoso fgeciuio;

* Determinar a quantidade de GMPc tecidual produzpdta acdo do
farmaco no processo de relaxamento;

* Avaliar a acdo do RUT-BPY-IMI em canais de potasipendentes de
ATP.
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3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto de pesquisa, antes de sua é@xedoic submetido a
apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da ideele Federal do Ceara (UFC),
credenciado pelo Conselho Nacional de Saude (CON#@Rjstério da Saude (MS), e
foi aprovado sob o Protocolo 38/10 e na reunid@dmité de Etica do dia 31 de agosto
de 2006, sob o registro 186/06, em continuacaorejetp anterior e sé foi executado
apos sua aprovacdo. Foram seguidas as normasgylanmentam a pesquisa em seres
humanos da resolucdo 196-96 de 10 de outubro d&@ dA9CONEP/MS. Os corpos
cavernosos foram retirados de doadores ndo-vivitisnas de traumatismo cranio-
encefélico, jA doadores de outros 6érgdos parapiams. Durante a abordagem do
candidato a doador, a familia foi abordada parassipilidade de doacdo do corpo

cavernoso, através de termo de consentimentodieselarecido especifico.
3.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado nas instalacbes do institldociéncias biomédicas da
Universidade Estadual do Ceara- UECE.

3.3 Farmacos e substancias

A substancia a ser testada € um derivado do comple&nio e sua formula
quimica é cis-[Ru(bpy)2IMn(NO)]+3(RUT-BPY-IMI).
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Figura 7 — Estrutura quimica do farmaco cis-[RujBpyin(NO)]+3 (RUT-BPY-IMI)

A substancia foi sintetizada no laboratério do D&gaento de Quimica
Organica e Inorgéanica da Universidade Federal do&eonforme técnica descrita por
Lopes,Wieroszko e El-Sherif (2001).

A solugcdo de Krebs-Henseleit, com pH ajustado pada € utilizada na
seguinte composi¢ao (em mM): NaCl 118,00; NaH@®,00; KCI 4,70; KHPQs 1,20;
MgSQu.7H20 1,17; CaCGl2H.0 2,50; e glicose 5,60. A solucéo foi preparadd@das
antes dos procedimentos semGaglicose que eram adicionados a solucdo momentos
antes dos experimentos.

Outras substancias utilizadas foram KCI 100M (@ligtBRA) Fenilefrina
(PHE) (Sigma EUA), Nitroprussiato de Sodio (SNRgng EUA), L-NAME (Sigma
EUA), ODQ(Sigma EUA), Hemoglobina Bovina (Sigma ElJ&libenclamida (Glib)
(Sigma EUA), BAY 41-22 (Sigma EUA), Vardenafila @tkKelisa cGMP (Cayman
EUA).
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3.4 Material cirdrgico e laboratorial

O material cirdrgico e laboratorial utilizados sfiscriminados no apéndice

3.5 Preparacédo dos corpos cavernosos

Trata-se de pesquisa in vitro utilizando-se corpewemoso de doador
cadaver obtido no momento da captacédo de érgaaestq@arsplante, obedecendo-se o0s
rigores das leis especificas.

Corpo Cavernoso Humane- segmentos de 1 — 2cm de corpos cavernosos
foram retirados do doador cadaver de Multiplos @sgatravés da mesma incisédo
xifopubiana ao fim da cirurgia, apds consentimaf@gdamilia e liberacdo através termo
proprio, como descrito por Regadas al (2010). O fragmento do corpo do corpo
cavernoso foi colocado em solugcéo preservadora @bn€ e resfriado a 4°C. Os
experimentos foram realizados em duas etapas: @mofas e apds 36 horas. Esse
intervalo de tempos era dado devido a capacidatdtata pelo nimero de banhos. As
tiras de corpo cavernoso foram preparadas no diaxgerimento, com disseccédo e
retirada dos tecidos adjacentes, como tunica allkagé vasos. Havia sempre o cuidado
de banhar constantemente o tecido com a solucdos K@ tamanho dos fragmentos
eram de 1,0cmx0,3cmx0,3cm.

No total, foram captados os corpos cavernosos ddoa8lores. Cada
fragmento retirado do doador produzia cerca derd@nientos. Os doadores tinham
entre 18 e 55 anos, e geralmente foram vitima dematismo cranio-encefalico

(somente 1 paciente foi vitima de hemorragia suivelidea.



Figura 8 — Inciséo para retirada de corpos cavesbsmanos

Fonte: Cedida por Regadetsal (2010).

Figura 9 — Corpos cavernosos dissecados do tegimmtineo

Fonte: Cedida por Regadeisal (2010).
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Figura 10 — Fragmento de corpo cavernoso humarizadarem Krebs

3.6 Protocolos experimentais

Os tecidos eram suspensos em um uma haste mefédasmem uma das
extremidades do tecido. A outra extremidade eradAxcom fio de algodao, e este era
fixado no transdutor de forca isométrica, sendo eh@ ajustado de acordo com a
tensdo desejada. A tensao passiva aplicada adegemia de 10mN ou um grama. Os
tecidos eram deixados em repouso por uma horaresad era periodicamente ajustada,
durante este periodo a solugéo nutritiva era t@eadada 15 minutos. As alteracdes de
tensdo eram medidas usando-se transdutores isoosétfianlab, Barcelona, Espanha) e
registradas em sistema Protowin de aquisicdo desdgbftware versao 1.0.2, Panlab
S.L.U). cada cuba do banho possuia 5ml, e a aesrgédealizada com carbogénio (
95% CQ + 5% Q).



37

Figura 11 — Fragmento de corpo cavernoso montadi@nbo de tecidos

3.6.1 Avaliacéo do efeito relaxante da substancid RBPY-IMI na musculatura lisa
cavernosa de humanos

Apo6s 60 minutos de estabilizag&o os tecidos erartraidos com K+ e apds
15 min eram trocadas a substancia nutritiva. Apoariodo de estabilizacdo de mais
15 min, o fragmento de corpo cavernoso era novaramnttraido, agora com fenilefrina
(PHE, 10uM). Os experimentos com a substancia aramdos apos a estabilizacdo do
periodo de contracdo que variava de 15 a 20 minfas avaliar o relaxamento
induzido pela substancia estudada, eram realizadagas de relaxamento com
concentragbes crescentes da substancid §100*°M) cis-[Ru(bpy)2IMn(NO)]+3. A
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concentracdo do DMSO era a mesma encontrada sspectieas concentracdoes do
RUT-BPY-IMI.

3.6.2 Avaliacdo dos efeitos relaxantes das subs&Es\cSNP, BAY 41-2272 e
Vardenafila, que ja demonstraram bom efeito relaxarda musculatura cavernosa de

humanos

Apés 60 minutos de estabilizagdo os tecidos eramraidos com K+
80mM e apds 15 min eram trocadas a substanciativautriApos um periodo de
estabilizacdo de mais 15 min, o tecido era novaeneotraido, agora com fenilefrina
(PHE, 10uM). Os experimentos com a substancia anamdos apos a estabilizagdo do
periodo de contracdo que variava de 15 a 20 minfags avaliar o relaxamento
induzido pelos farmacos estudados, eram realizadagas de relaxamento com
concentragdes crescentes das substancias: SNBM(2010°M); BAY 41-2272 (1 a
104M); e Vardenafila (182 a 10°M).

3.6.3 Avaliacéo do farmaco RUT-BPY-IMI na contracamm K 80mM

Apds 60 minutos de estabilizagdo os tecidos erantraidos com uma
solugdo de KCI com 80mM e apds 15 min era trocadabstancia nutritiva. Nesse
experimento, o0 objetivo era observar o efeito dhs&ncia na contracdo com a
substancia despolarizante . Os experimentos coabsténcia eram iniciados apos a

estabilizacdo do periodo de contracdo que variavibdh 20 minutos.
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3.6.4 Avaliacao do efeito do inibidor da NO sintasebre o relaxamento produzido e
as substancia RUT-BPY-IMI

ApOs a contracdo com*Keram esperados 15min apés a lavagem do banho
com a solucdo de Krebs para que os tecidos regmmasa tracdo de repouso. Neste
ensaio o L-NAME (100uM), um inibidor da NOS, foiieidnado aos banhos 30
minutos antes da adicdo de fenilefrina (10uM). Apodsstabilizacdo do periodo de
contracao, curvas-resposta de relaxamento com rctagées crescentes da substancia
eram obtidas.

3.6.5 Efeito do inibidor da guanilato ciclase sokiv(ODQ) no relaxamento induzido

e pela substancia do grupo nitrosil-ruténio

Apl6s a contracdo com "Kpara estabilizacdo do tecido e lavagem com
solucdo de Krebs, adicionou-se o inibidor da gaamilciclase soluvel (ODQ) na
concentracdo de 30uM aos banhos, trinta minutogsadf pré-contracdo com
fenilefrina (10uM). Subsequentemente foram obtidavas resposta de relaxamento

com concentracdes crescentes das substancias.

3.6.6 Avaliacdo do efeito inibitorio da hemoglobinaovina sobre o relaxamento
produzido e a substancia RUT-BPY-IMI

Ap6s a contracdo com*keram esperados 15min apés a lavagem do banho
com a solucdo de Krebs os tecidos retornardo adré€ repouso. Neste experimento a
hemoglobina bovina (30uM), um removedor extraceldia NO, foi adicionado aos
banhos 30 minutos antes da adicdo de fenilefriGuNlD). Apds a estabilizacdo do
periodo de contracdo, curvas-resposta de relaxansent concentracdes crescentes da

substancia eram obtidas.

3.6.7 Efeito do bloqueador de canais de ions pdAs&TP-dependente Katp),
glibenclamida no relaxamento induzido pela substé&ndRUT-BPY-IMI no tecido

estudado
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ApOs a contragdo com®80mM eram aguardados 15min apds a lavagem do
banho com a solu¢cdo de Krebs os tecidos retornardi@cdo de repouso. Nesse
experimento a glibenclamida (10puM), foi adicionaates banhos 30 minutos antes da
adicdo de fenilefrina (10uM). Apés a estabilizackoperiodo de contracdo, curvas-
resposta de relaxamento com concentragdes crescngeibstancia eram obtidas.
3.6.8-Dosagem de GMPc tecidual

Em presenca de IBMX (100uM), inibidor inespecifit® fosfodiesterase,

responsavel pela degradacdo de GMPc, foram reafzsgiseguintes protocolos.

1. Medida de GMPc basal
Apés o periodo de estabilizacdo, aproximadamentera, as tiras de
corpos cavernosos submetidos a exposicao por DM&mnfcongelados em nitrogénio

liquido.

2. Medida de GMPc ap0s a exposicao aos doadores de NO
Apoés o periodo de realizacdo dos experimentos cerfamnacos RUT-
BPY-IMI e SNP, e alcancados Buax das substancias, e apdés um periodo de
estabilizacdo de cerca de 20min, os tecidos foramgeladas em nitrogénio liquido.

Todas as amostras foram mantidas a -20°C atédodiaperimento.

3. Homogeneizacao do tecido e dosagem de proteinas
O tecido congelado foi homogeneizado em solucaKmbds gelado e
adicionado ao IBMX (100uM). Apds completa macerag@decido, aliquotas de todas
as amostras foram separadas para dosagem de asogeého método de Folin

Ciocalteau.

4. Preparacédo da amostra
Foi adicionado ao macerado de tecido acido triclogtico (TCA)
(resultando em uma concentracao final do TCA de)1@oTCA foi utilizado para
precipitar proteinas e apos a adicdo do TCA, asstaw foram agitadas e

posteriormente centrifugadas a 2000 xg por 15 ms;wu 4°C. Removemos 0O
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sobrenadante e descartamos o precipitado. O salameteafoi lavado com éter dietilico

saturado de agua (em um volume 4 vezes maior judume da amostra) e a fragédo
etilica (superior) foi descartada. Este processoefoetido por quatro vezes. Ao final

das lavagens secamos as amostras em atmosferatrdgémo a 60°C e as

ressuspendemos no tampao de ensaio do “kit” imumeé@tico para dosagem de
GMPc. Utilizamos o método de acetilacdo da amgsara dosagem de GMPc, em
fentomoles de GMPc por poco. Posteriormente, calcas a concentracdo de GMPc
por mg de tecido.

3.7 Analise estatistica

O efeito relaxante das substancias foi medido dirpdo plateau de
contracdo maxima induzida pela fenilefrina (L0pMgx@resso como percentual de
diminuicdo da contracdo provocada pela fenilefriRara construir as curvas de
concentracdo-resposta, inicialmente fez a transfo@éim logaritmica (base 10) das
concentracdes molares. As curvas foram obtidagggyessao néo linear a partir dos
valores médios do percentual de relaxamentos ealosl para as seguintes

concentracdes: 18 até 10'M. Nesse intuito, foi utilizada a fun¢éo sigmoide:

b—a

y=a+t TogEC50-20

1+10 , ondea corresponde ao valor minimo (resposta minirna),
ao valor méximo (resposta méxima). Era utilizaddator de angulagdo. O efeito
maximo de relaxamentdyax) foi considerada a média de todos os experimentos,
concentracdo que mais causava relaxamento, indysatlis agentes relaxantes nas

curvas de concentragcao-resposta, descrito na se@xpressao:

Te =T
R = F 5

Tr  x100, onde ¥ e Ts sdo as tensdes decorrentes da acdo da fenilefdea

uma dada substancia.

As concentractes dos farmacos que induziram 508élaeamento maximo
(EC50) foram determinadas, a partir das curvas edgessdo, apOs transformacédo
logaritmica das curvas normais de concentracamséspe expressas em logaritmo
negativo (pEC50) dos valores de cada tecido (3pérxentos), utilizando regresséo
ndo-linear. Para comparar os dois grupos em relasawariaveisEuax € pPEC50,
utilizou-se o testéde Studentpara variaveis ndo pareadas, com corre¢cédo de Weidch
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utiizado o software GraphPad Prism versdo 5.0 (BRAPAD SOFTWARE
CORPORATION SAN DIEGO, CA-USA, 2007).

Os dados foram expressos como média * erro padrdoédiia. Em cada
grupo de experimentos, n significa o nimero dedtecide cada doador. Diferencas
entre os valores meédios forma avaliados atravésrddise de variancia one-way
(ANOVA), seguida pelo teste Bonferroni's Multiple oi@parison Test, sendo

considerados significativos valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Comparacéo do efeito do RUT-BPY-IMI em com o picebo (veiculo) DMSO

Apoés a contracdo coHE (10uM), era aguardada a estabilizacdo da curva
de contracdo, que se dava em cerca de 20 min. ,Bmt@im adicionadas as drogas:
DMSO, concentragao inicial de 100%, e corresporedantada concentragcdo do RUT-
BPY-IMI, e RUT-BPY-IMI em concentracdes crescents 10°M a 10°M. O
relaxamento maximo alcancado pelo DMSO foi de 4R60t8.67% do platd de
contracdo induzido pela Fenilefrina. A substancaada alcancou um relaxamento
maximo de 112,92% + 10,63%. A sua respectiva pE@EBOEC50) foi de 4,991 +/-
0,1916. Ao comparar as duas curvas, principalmeateoncentracdo de ¥, viu-se
uma diferenca estatisticamente significante (p<0,Qtilizando o teste ANOVA),
mostrando que a droga possui um efeito relaxanpgrando em 70% o efeito maximo
do veiculo (Grafico 1).

Grafico 1 — Curva Concentracdo-Resposta, comparanei@ito da substancia RUT-

BPY-IMI com o veiculo (DMSO) em tiras de corpo can@so humano. Média +tEPM

-140-
® RUT-BPY-IMI (n =7)

B
o N
T 7T

¢ DMSO (n= 3)

Relaxamento (%PHE)

LOG(M) RUT- BPY-IMI

**p<0,01 (RUT-BPY-IMI vs DMSO) (ANOVA seguida de '@ ferroni's Multiple Comparison Test").
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Tabela 1 —Efeito de diferentes concentracées de-BRY-IMI e DMSO em corpo

cavernoso de humano submetido a pré-contragcéo exteffina

log [RUT-BPY- RUT-BPY-IMI DMSO
IMI] Média EPM Média EPM valorp
-9 14,000 4,740 1,930 1,930 P=0,0564
-8 18,540 5,290 4,450 3,590 P=0,0697
-7 22,590 6,260 9,460 3,940 P=0,1262
-6 40,540 5,470 14,250 7,630 P=0,048*
-5 66,480 10,510 28,170 6,980 P=0,022*
-4 112,920 10,630 47,600 8,670 P=0,0045**

Testet de Studenhao-pareado com correcéo de Welch. Valores em éfeite relaxante em relacao

ao platd de Fenilefrina

4.2 Efeito relaxante do RUT-BPY-IMI, BAY 41-2272 eSNP apoés pré-contracao

comPHE (10uM) em corpo cavernoso de humano

Apos a contracao coHE (10uM), era aguardada a estabilizacdo da curva
de contracdo, que se dava em cerca de 20 min. Erdéoadicionadas as drogas: SNP;
BAY 41-2272 e RUT-BPY-IMI, em concentracbes cresesn 10°M a 10°M do SNP
e 10° a 10*M das outras drogas. A maior poténcia in vitrdsd¢P ja foi descrita em
outros trabalhos e as concentracdes foram esceld&lacordo com outros protocolos.

O relaxamento maximo produzido pelo SNP foi de 82% + 7,33%. A
poténcia de relaxamento (pEC50=-logeC50) foi de7¥,% 0,5107. O relaxamento
maximo produzido pelo BAY 41-2272 foi de 107,64%13%, semelhante ao SNP. Ja
a poténcia de relaxamento foi de 5,648 +0,22. NAwé diferenga significativa entre o
relaxamento maximo das trés drogas (Grafico 2).
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Grafico 2 — Curva Concentracdo-resposta, comparandteito da substancia RUT-

BPY-IMI com o0 BAY 41-2272 e SNP em tiras de corpe&rnoso humano

3 A RUT-BPY-IMI (n=7)
¥ BAY 41-2272 (n=4)
80 ® SNP (n=23)

_ 1 I

204 I
C I I I Y I I I I I

-12 -11 -10 9 8 -7 6 5 -4 -3
LOG(M)

[ERN
o
T

Relaxamento(%PHE)

(ANOVA seguida de "Bonferroni's Multiple Comparisdast")

Tabela 2 —Comparacao entreEpsx das curvas dose resposta do RUT-BPY-IMI e SNP

Parametro RUT-BPY-IMI SNP valor p

Emax 112,92% + 10,63% 106,82% + 7,33% 0,3437

*p>0,05 Testd de Studenindo-pareado com correcao de Welch.

Tabela 3 —Efeito de diferentes concentracbes de-BRY-IMI e BAY 41-2272 em

corpo cavernoso de humano submetido a pré-contcagédenilefrina

0g [RUT-BPY-IMI RUT-BPY-IMI BAY 412272 valor o
Média EPM Média EPM
-9 14,000 4,740 2,367942 2,367942 P=0,0706
-8 18,540 5290 16,14664 4,830513 P=0,7497
-7 22,590 6,260 26,93209 1,561931 P=0,0706
-6 40,540 5,470 43,32119 4,644282 P=0,7117
-5 66,480 10,510 84,83863 10,54735 P=0,2724
-4 112,920 10,630 107,6459 4,137068 P=0,6601

Testet de Studenhdo-pareado com correcdo de Welch.
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4.3 Comparacéo da substancia estudada com a Varddita, droga inibidora da
PDE 5, e droga ja utilizada no tratamento de Disfugéo Erétil

Apos a contracdo coPHE (10uM), era aguardada a estabilizacdo do tecido,
sendo adicionada a vardenafila em concentra¢dssentes de 1 até 1M, a cada
10 min. O grau de relaxamento de cada concentexgéao final dos 10min.

O Relaxamento MaximoE(ax) alcancado pela vardenafila foi de 93,940 *
6,060%, e a pEC50 foi 8,089+0,4628. Comparandadssida vardenafila com a droga
estudada, houve uma diferenca estatistica entevaa do RUT-BPY-IMI e a
Vardenafila, a favor da substancia estudada. Comexperimento ndo utilizou
concentracdes semelhantes, ndo foi possivel compa@éncia das duas substancias.

Grafico 3 — Curva dose resposta, comparando ooefisit substancia RUT-BPY-IMI

com a vardenafila em tiras de corpo cavernoso haman

1404 ® RUT-BPY-IMI (n=7)
120- v Vardenafila (n=3)

Relaxamento(%PHE)
e}
o
[]

60+ -
Y
40- +
204 §
C L) L) L) L) L) L) L) L) L)

-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -'4 -3
LOG(M)

ANOVA seguida de "Bonferroni's Multiple Comparisdast"
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Gréfico 4 — Grafico em barras comparandeéuex das duas substancias

150 - .
Vardenafila

RUT-BPY-IMI

100+

Emax(%)

50

**p<0,01Testet de Studenndo-pareado com correcao de Welch.

4.4 Efeito do RUT-BPY-IMI na contracéo realizada con K* 80mM, comparando

com a acao na contracédo realizada por fenilefrina

Para estudar o efeito dos canais de potassio, apel glos canais que
permitem o influxo de calcio ibnico para o meigacelular, as tiras de corpo cavernoso
foram contraidas com *K80mM, as curvas de relaxamento foram avaliadas asm
mesmas concentracdes €18 10*M). O Relaxamento MaximEfax) da substancia na
contracdo com Kfoi 87,15 + 7,34%. A pEC50 foi de 5,124+ 0,3570.0Ndouve
diferenca entre oEwax calculados através das curvas produzidas. Poréemdq
comparamos ofwax das médias alcangadas nos experimentos, conseguima

diferenca estatistica num test@do pareado com corre¢cdo de Welch. (tabela 4)
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Grafico5 — Curva dose resposta, comparando o edaitsubstancia RUT-BPY-IMI na

contracdo realizada por Fenilefrina coh80mM em tiras de corpo cavernoso humano

140+
120 e RUT-BPY-IMI (n =7)
& 100-
80-
60-
404 v RUT-BPY-IMI K+ 80mM (n=3)

Relaxamento(%

204

0 T T T T T T T
0 9 -8 -7 -6 5 -4 -3
LOG(M) RUT- BPY-IMI

ANOVA seguida de "Bonferroni's Multiple Comparisdast"
**p>0,01

Tabela 4 —Comparacao entr&E@gx € pEC50 das curvas dose resposta do RUT-BPY-
IMI na contracdo corRHE e K" 80mM

RUT-BPY-IMI +
Parametro RUT-BPY-IMI valor p
K*80mM
pEC50 4,991 + 0,1916 5,542 £ 0,3271 p=0,1125
Ewmax 112,92% + 10,63% 87,15 + 7,34% p= 0,0069**

**p<0,01 Testet de Studenihdo-pareado com correcéo de Welch.

4.5 Efeito do L-NAME (100uM) um inibidor da NOS norelaxamento induzido
pela substancia no tecido estudado

Quando adicionado o inibidor da NOS (L-NAME) arntemente ao RUT-
BPY-IMI, ndo houve alteracdo estatisticamente S§igamte entre todas as
concentracdes (p>0,05), mostrando que nao houwgudilo do efeito relaxante da
substancia. O relaxamento maximo produzido pelgdadde L-NAME foi 104,8% *
16,73%, com um pEC50 de 5,254 + 0,4351.
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Grafico 6 — Curva Concentracdo-resposta, comparandteito da substancia RUT-
BPY-IMI com o farmaco acrescentado ao L-NAME enadirde corpo cavernoso

humano

140+

)
[N
N
T

® RUT-BPY-IMI (n =7)
100
80
60 O RUT-BPY-IMI + L-NAME (n=3)

40- §

204

Relaxamento (Y%PHE

LOG(M) RUT- BPY-IMI

(RUT-BPY-IMI vs RUT-BPY-IMI+ L-NAME) -) (ANOVA segida de "Bonferroni's Multiple

Comparison Test")

4.6 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclaseoltvel por um inibidor
especifico do grupo heme da enzima (ODQ;30uM) e melaxamento induzido pela

substancia no tecido estudado

A adicdo de ODQ na amostra antes da colocacdo do-BRY-IMI,
bloqueou apenas parcialmente o efeito de relaxandantsubstancia. O relaxamento
méximo produzido por esse mecanismo foi de 67,740%660, enquanto a pEC50 foi
de 5,129 £ 0,4595. Quando comparado com subst@wamha houve diferengca
estatistica entre as duas curvas (p<0,01).
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Grafico 7 — Curva Concentracéo-resposta, comparanédfeito da Substancia RUT-

BPY-IMI com a droga acrescentada ao ODQ (30uM) eas tde corpo cavernoso

humano

14014
—~ 120+

=
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T 9

Relaxamento(%PHE
N
o
1
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o

-10 -9 -8 -7

6 -5
LOG(M) RUT- BPY-IMI

e RUT-BPY-IMI (n =7)

m  RUT-BPY-IMI + ODQ (n=4)

*p<0,05 (RUT-BPY-IMI vs RUT-BPY-IMI+ ODQ) —) (ANOVAseguida de "Bonferroni's Multiple Comparison

Test")

Tabela 5 —Efeito de diferentes concentragdes de-BRY-IMI e RUT-BPY-IMI +

ODQ (30uM) em corpo cavernoso de humano submetidpréacontragdo com

fenilefrina

log [RUT- RUT-BPY-IMI RUT-BPY-IMI + ODQ 30 uM

BPY-IMI] Média EPM Média EPM valorp
-9 14,000 4,740 13,570 4,740 P=0,9513
-8 18,540 5,290 21,800 3,830 P=0,634
-7 22,590 6,260 30,810 4,890 P=0,347
-6 40,540 5,470 36,950 4,000 P=0,6153
-5 66,480 10,510 45,800 5,590 P=0,1330
-4 112,920 10,630 67,710 7,560 P=0,0134

*P<0,05. Teste deStudenhdo-pareado com corre¢céo de Welch.

4.7 Efeito do removedor extracelular de NO (hemoghina bovina) no relaxamento

induzido pela substancia RUT-BPY-IMI em corpos cavaosos de humano
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A adicdo de hemoglobina bovina ao banho antes igd@ada droga RUT-
BPY-IMI ndo causou efeito importante, nem deslogameda curva, alcancando
96,44% +/- 10,44, ndo sendo estatisticamente ggnike, quando comparado. O Valor
da pEC50 do RUT-BPY-IMI +Hemoglobina foi de 5,5420+3271, semelhante a
substéancia sozinha (Gréfico 8).
Grafico 8 — Curva dose resposta, comparando ooefkit substancia RUT-BPY-IMI

com a droga acrescentada a Hemoglobina em tiragrgde cavernoso humano.
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Comparison Test")

Tabela 6 — Determinagéo dos parametros pECBGhe nos grupos RUT-BPY-IMI e

RUT-BPY-IMI + Hemoglobina em tira de corpo caverna® humano

RUT-BPY-IMI
Parametro RUT-BPY-IMI _ valor p
+hemoglobina
pEC50 4,991 £ 0,1916 5,542 + 0,3271 p=0,1125
Ewmax 112,92 +10,63% 96,44 + 10,44% p= 0,372

teste t de student ndo-pareado com correcéo dehWelc
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Grafico 9 — Comparacdo do relaxamento maximo abkdmgpela droga isolada e

guando associada a hemoglobina
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4.8 Efeito do bloqueador de canais de ions potassi®lP-dependente (Katp),
glibenclamida (10uM) no relaxamento induzido pelawgstancia RUT-BPY-IMI no
tecido estudado

A adicéo do bloqueador deate, glibenclamida no banho, 30min antes da
contragdo comPHE, ndo causou mudancga estatisticamente significantepoder
relaxante da droga estudada, causando apenas wuenpediminuicdo n@&wax. O
Ewax da curva com glibenclamida foi 91,37%z+10,24%, emjo a poténcia do farmaco
adicionado a glibenclamida (pEC50) foi de 5,4873#69 (Grafico 10).
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Grafico 10 — Curva Concentracdo-resposta, comparanefeito da substancia RUT-

BPY-IMI com a droga acrescentada a glibenclamidateas de corpo cavernoso

humano
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4.9 Medicdo do GMPc ap0s a exposicado as substana@atudadas
A concentracdo de GMPc intracelular no grupo expastim o farmaco
estudado, foi cerca de 74% superior a concentratiddMSO, com diferenca

estatistica, e inferior ao SNP.

Gréfico 11 — Concentracdo de GMPc medido nos grappsstos
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*p<0,05 Rut-Bpy x DMSO testenao pareado
# p<0,001 Rut-Bpy X SNP test@mao pareado
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5 DISCUSSAO

A disfuncéo erétil € uma doenca estigmatizanteyuro e que vem aumentando
em prevaléncia (WIERZBICKI, 2011). A disfuncdo etedial € um dos principais
mecanismos envolvidos nas doencas cardiovasculadgsive no corpo cavernoso
(IGNARRO, 1999). Esse mecanismo pode estar envwleid varios fatores de risco,
sendo manifestacdo precoce das doencas cardicaes;usendo a DE marcador
precoce dessas doengas (ANDERSSON, 2011).

Na disfuncéo endotelial encontra-se um desbalarcthameostase entre
fatores relaxadores e constritores (RUBANYI, 1998)via da L-arginina/NO/cGMP
frequentemente encontra-se envolvida na géneseEd@BDORNETT, 1992). Sendo a
deficiéncia na producdao do NO o fator chave tantmapa disfuncdo endotelial
(MONCADA, 1993) como para a Disfuncao Erétil IGNRR), 1992).

Novas drogas tem sido desenvolvidas a cada diagpa@amento da DE
(HATZIMOURADITIS; HATZICHRISTOU, 2008). Os maioresavangos foram
realizados pelo entendimento dos mecanismos eldyporém poucas drogas foram
introduzidas clinicamente (ANDERSSON, 2001). Asnpipais drogas desenvolvidas
com sucesso foram os inibidores da PDE-5, poréasael®gas necessitam da presenca
do NO (CORBIN, 2002). Nesse contexto, novos farmmapge agissem como doadores
de 6xido nitrico foram desenvolvidos. As primeidasgas testadas em tiras de corpo
cavernoso foram os nitratos organicos (ANDERSSOR112 Esses farmacos
produzem seu efeito estimulando a GC soluvel asradedoacdo do NO (FEELISH;
KOTSONIS; SIEBE, 1999). A principal substancia dsila como doadora in vitro é o
SNP. Testando o SNP em tiras de aorta de rato (BCEWYURA, 2007) e corpo
cavernosos de coelho (CERQUEIRA, 2008) mostraramrelaxamento importante
com Ewax: 101.8+3.3%; pEC50: 8.20£0.12 e 6.4 £ 0.14, retpmmente. O uso in vivo
dessa droga tem o inconveniente de produzir commisteto (BATES, 1991), Anions
peréxido (LAMARQUE; WHITTLE, 1995) e superoxido (MLA, 1994). Além desse
mecanismo, essa droga pode induzir a apoptose (AES4,EL995).

Por esse motivo, substancias com complexo metfdieon desenvolvidas,
entre elas drogas do complexo nitrosil-ruténio (WHN2000; MARCONDES, 2002;
BONAVENTURA, 2008). Essas moléculas tem o grandeefieio de serem

termicamente estaveis.
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O presente estudo pesquisou o efeito de uma nowgadro cis-
[Ru(bpy)2IMn(NO)]+3 (RUT-BPY-IMI), um composto deado do complexo nitrosil
ruténio com um radical imidazélico. O tecido estliméoi o corpo cavernoso humano,
dissecado em doadores nédo-vivos de Orgaos, testadbanhos orgéanicos. Apds o
estimulo com FenilefrinaPHE 10uM), todos os corpos cavernosos produziram uma
curva de contracdo acima de 2g, mais de 100% Hda e base, mostrando a presenca
de receptoresl. Essas contragbes foram, em sua maioria, sudéentpodendo ser
realizados os experimentos. Esses resultados fasralizados em outros estudos com
corpo cavernoso humano (IGNARRO, 1992; GONZAGA-SA.V2005; SOUSA,
2010), assim como corpo cavernoso de coelho (BUSBNZALEZ; IGNARRO,
1992; CERQUEIRA, 2008).

A adicdo da droga estudada nos banhos de tecidogoqmu um
relaxamento de 112,92% + 10,03%, quando comparadee&ulo (DMSO), que
produziu umEuax de 50,69% +5,185%. O experimento mostrou umaetiiga de mais
de 70% de relaxamento, sendo significativo, prialoi@nte na concentracdo de*iD
Em um trabalho de Sharabt al (2004), utilizando corpo cavernoso de coelho, o
sildenafil, na concentragcdo de 1x°18I, produziu um relaxamento de cerca de 60% no
tbnus produzido pelaPHE Ainda nesse trabalho, a fentolamina mostrou um
relaxamento médio de cerca de 80%, no tonus aldampelaPHE

Em um estudo com corpo cavernoso humano, Gonzaga€dial (2005)
testaram o efeito da fentolamina em banhos organitesse trabalho, apds a contracao
com uma solucédo despolarizante de 40mM deféi observado um relaxamento no
platd de contracéo de cerca de 50% (GONZAGA-SIL2@)5). Em comparacdo com a
droga testada nesse estudo, a eficiéncia do RUTIBPYoi maior que a fentolamina,
uma droga utilizada comercialmente em injecdes-icéivernosas. Em outro estudo,
com tiras de corpos cavernosos, Freitas et al.9)2@staram o efeito relaxante da
iombina. As tiras de CCH eram pré-contraidas camileigina e com uma solugdo com
60mM de K. O Euax dessa droga foi de cerca de 100%+0% (Fenilefri@agpenas
30,5+5%, quando pré-contraido com. Klais uma vez a droga foi mais eficiente que a
iombina, inclusive quando pré-contraida com 80mNKde

Até o presente momento, este trabalho € o printefmlho realizado com
compostos do complexo nitrosil ruténio em tiraxdgos cavernosos humanos. Ja em

corpos cavernosos de coelho, Cerqueiral (2008) testaram 2 compostos do complexo
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nitrosil ruténio (Rut-Bpy e Rut-Caf). &ax desses compostos foram de 31,2% e 81%
respectivamente, sendo inferiores ao composto diezsttCERQUEIRA, 2008).
Bonaventura, 2007), testando um novo composto dmplexo nitrosil-ruténio
[Ru(terpy)(bdg)NO] em anéis de aorta de coelho,traosumEwax, quando contraido
com fenilefrina, de 102,7%+0,8%, um resultado searge ao relaxamento induzido
pela substancia. Vale salientar, que esses expgoméoram realizados em anéis de
aorta rato sem endotélio. Em outro trabalho re@dtizaor Bonaventurat al. (2007), foi
demonstrado que a presenca do endotélio modulagativeemente o relaxamento
induzido pelas drogas do complexo nitrosil-rutérideyvido ao desacoplamento da
eNOS, induzindo a producdo do metabdlith. sse metabdlito induz a ativacido da
COX, produzindo o Tromboxano A2 (TXA2). Esse efgtmle ser esperado no RUT-
BPY-IMI, podendo potencializar o efeito dessa drqgaém isso nao foi testado nesse
trabalho, abrindo possibilidades para outros erpaItos com corpos cavernosos sem
endotélio (BONAVENTURA, 2009).

Para avaliar a capacidade de relaxamento da dfogan comparados 0s
resultados com farmacos ja classicamente definidoso tratamento para disfuncéo
erétil, ou que,in vitro, ja comprovaram causar relaxamento significativoa@go
comparamos a droga com o SNP, o RUT-BPY-IMI alcangm Euax de 112,92%,
(Evax SNP=106,82% * 7,33%) nao estabelecendo uma dif@remtre as duas curvas de
concentracdo-resposta. Quando comparados osE@doisem um testdé ndo pareado,
encontrou-se um valor de p=0,3437, sem diferengigtsca entre as duas médias de
Ewax, ESsa comparacgéo dos efeitos maximos pode seit déiser feita, pois a amostra
de tecidos expostos ao SNP € pequena, causanddistorgdo na curva de regressao.
Como as curvas dos dois compostos possuiam coacéesr diferentes, ndo foi
possivel comparar a poténcia das duas drogas. @pnbwtros trabalhos mostraram
esse mesmo efeito do SNP, mostrando sua maiorqitém relacdo a outras drogas.
Testando varios compostos em corpos cavernosadieSet al. (2002) demonstraram
gue o SNP foi mais potente que as outras drogadodasm de 6xido nitrico. Nesse
mesmo trabalho, foi provado que o SNP possuia uaiarroapacidade de relaxamento
da musculatura que outras substancias testada®LBR| 2002). Cerqueirat al
(2008) testando o SNP em banhos de tiras de cogawsrnosos de coelho,
demonstraram que o SNP possuia um grande efeittimmaEvax =109,7%), com

poténcia (pEC50=6,4). Esses dados foram comparenimso efeito de dois outros
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compostos do complexo nitrosil-ruténio (LLNO1 e FON. Nesse estudo, os dois
farmacos nao produziram um relaxamento maximo ntpiero SNP, nem foram mais
potentes (CERQUEIRA, 2008).

Comparamos o RUT-BPY-IMI com o BAY 41-2272, um faco indutor
da sGC NO-independente, bastante estudado em dralmEhos. OEuax produzido
pelo BAY 41-2272 foi de 107,64, que quando comparach um teste t ndo pareado
com a nossa substancia, em todas as concentrd®es 10*M), ndo houve diferenca
estatistica em nenhuma concentracdo, nem tao p@Eeax ou no pEC50 (poténcia).
Esses dados demonstram que os efeitos dessesaduacds sdo semelhantes, e que
ambos sao fortes relaxadores da musculatura ligarrcasa humana. Bacarat al
(2003) testaram esse composto em corpos cavermesae®elho e humanos. Nesse
trabalho, o farmaco produziu ugy.x de cerca de 100% tanto em RCC como em CCH.
Ja testando essa substaniavivo, Bischoff et al (2003) demonstraram que o efeito
dessa substancia sem a adicdo de um doador de riixidko € fraco, e portanto essa
substancia tem sua acdo maxima quando associad&aadvoga doadora de Oxido
nitrico. Esse trabalho mostra que a substancia éfiéaz quanto o BAY 41-2272, e que
teoricamente pode agir sozinha, causando um efgdd@®ante importante. No entanto,
novos trabalhos vivo com esse farmaco devem ser desenvolvidos.

Outra comparacao importante realizada nesse t@lailltom um inibidor
da PDE 5, a vardenafila, droga de uso comercialtratamento do DE. Foram
comparados o efeito relaxante maximo, a curva desposta e a poténcia da
Vardenafila e do RUT-BPY-IMI. Comparando as duasvas de dose resposta,
encontrou-se uma diferenca estatistica importante doisEvax. O RUT-BPY-IMI
mostrou umEwax bastante superior a vardenafila, quando comparadoseste t nao
pareados com correcdo de Welch (p=0,0015). Maiswena comparacdo da poténcia
dos farmacos foi impossivel, pois a curva da vafienpossuia mais pontos e mais
concentracdes. Os iIPDE5 sao drogas de escolhaopaasamento da DE (CORBIN,
2002). Dentre os farmacos disponiveis na préticecel, a Vardenafila tem-se mostrado
a droga mais potente e que produz o maior relaxamien vitro (TEIXEIRA,
PRIVIERO; WEBB, 2006; TOQUE, 2009). Comparandorés principais substancias
sildenafila, vardenafila e tadalafila, em banhoscdepos cavernosos de humanos,
Toque et al (2009) mostraram que a vardenafila produzia umomeglaxamento

maximo (111 +3%). Testando essas trés substancmsreis de aorta, Teixeira,
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Priviero e Webb (2006) mostraram que a vardenaika superior aos outros dois
iIPDES.

Desde a descoberta do Oxido nitrico, tem-se inghicaa esse
neurotransmissor o papel de principal substancsporesavel pela erecdo humana
(IGNARRO; BURNETT, 1992). A presenca da NO sint&e corpos cavernosos
confirmou esse papel, principalmente apos estudoBuilnettet al A L-arginina € o
substrato para a formacao do 6xido nitrico, e qoatdiciona-se essa droga no banho
biolégico, ocorre um relaxamento do tecido (KRUMEBKER; HANAFY; MURAD,
2004).

Nesse contexto, para avaliar se a droga tem algpel ma modulacdo ou
estimulo da NOS, foi utilizado o inibidor da NOtsise, o L-NAME, adicionado 30min
antes da contracdo coRHE A adicdo dessa substancia ndo provocou alterdgéo
curva de relaxamento. Ndo houve diferenca estatistitre as concentracdes das duas
curvas. O relaxamento maximo produzido pelo RUT-BMY na presenca de L-
NAME foi 104,8% * 16,73%, com um pEC50 de 5,254 #381. Esse resultado
demonstra que a droga nao € indutora da NO sinfageas drogas doadoras de 6xido
nitrico foram testadas e mostraram a mesma caittar Filippiet al (2003) testando
uma nova droga doadora de oxido nitrico (NCX4050)teas de corpos cavernosos
humanos, quando adicionado L-NAME, nao alterou @acaade relaxante da droga.
Seidleret al (2002) testaram varias drogas doadoras de 6xtdomém tiras de corpos
cavernosos de humanos. Esses farmacos, os nitdesse- nitrato de sildenafila, n&do
tiveram seu efeito bloqueado pela adicdo de L-NABHielhante ao que encontramos
no presente estudo (SEIDLER, 2002). Isso ocorrqueops doadores de 6xido nitrico
ndo produzem seu efeito através da indugdo da NMGsn agindo diretamente na
ativacdo da guanilato ciclase (LUNARDI, 2009).

A ativacao direta da Guanilato ciclase nas céldmsnusculatura lisa do
corpo cavernoso é a principal acdo do NO e essaniseeo tem sido alvo de varias
pesquisas para o0 desenvolvimento de novas drogad’JRAD, 1977;
KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004; ANDERSSON, 2011)A guanilato
ciclase soluvel possui dois sitios alostéricos:sitlt Heme na subunidade alfa, que é o
principal sitio de ligacdo do NO, e, portanto, nmsao de acdo das drogas doadoras
de Oxido nitrico; e outro mecanismo na subunidade, lthamado de sitio do YC-1, que
ativa a guanilato ciclase independente da ativattBdNO (MULSH, 1997; KALSI,
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2003; ANDERSSON, 2011). Os dois mecanismos atuararato a enzima e elevando
a concentracdo de GMPc (segundo mensageiro initageltendo como substrato o
GTP. Essa concentracdo atua em trés vias: canamsgeFosfodiesterases e Proteino
guinases (FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010).

No intuito de avaliar o papel da guanilato ciclaskivel no mecanismo de
acdo da substancia testada, foi adicionado ao ba@mhecidos o inibidor da guanilato
ciclase soltuvel (ODQ 30uM), trinta minutos antesdatracdo com fenilefrina a 10uM.
Essa dose ja foi utilizada em outros trabalhosjeema dose suficiente para alcancgar
seu efeito (BONAVENTURA, 2007). O objetivo dess@enmento foi identificar se a
substancia age através da ativacdo da guanilatseisolivel. A droga doadora de
oxido nitrico geralmente libera o0 NO que ativa £&sf#ravés da sua ligacdo com o sitio
Heme, catalisando a formagéo de GMPc (LUCAS, 2000DDQ altera o estado de
oxidacdo do sitio Heme, onde o NO age, porém ni@&paab efeito da GCs (ZHAO,
2000). A adicdo do ODQ 30uM provocou uma diminuigho efeito relaxante do
farmaco em cerca de 50% (de 112% para 67%, comDp34) (Tabela 5). Outras
drogas produziram efeitos semelhantes. Em um trabacente, Bonaventurt al
(2007) utilizando anéis de aorta, testando umat&nbisa do complexo nitrosil ruténio,
a adicdo de ODQ ao banho de tecidos provocou umeugicdo importante d&wax,
além de uma diminuicdo da poténcia da substan&&3p). Esse mesmo efeito foi
encontrado quando adicionado o ODQ ao SNP. Cemgekal (2008), testando outros
compostos dois compostos do complexo nitrosil ratégm corpos cavernosos de
coelho, adicionaram ao banho de tecidos ODQ emsdosscentes de 10 a 100uM.
Esse experimento resultou em um bloqueio totéhge dos farmacos, principalmente
na dose de 100uM. Nesse estudo o autor concluiu egses farmacos agiam
principalmente na via NO/sGC/GMPc, e esse efeitdbldgueio total pode ter sido
devido a utilizacdo de doses altas do ODQ. Utilizatiras de corpo cavernoso humano,
Seidler et al (2002) testaram varias drogas doadigadxido nitrico (S-nitrosotidis). A
adicdo de ODQ aos banhos causou um bloqueio da der80% no relaxamento dos
componentes. O bloqueio parcial da droga podexgeicado primeiramente pelo fato
do veiculo (DMSO) provocar um relaxamento de cee®&0%, e quando comparamos
o DMSO com a curva do farmaco+ODQ, ndo houve difg@eestatistica. Outra

explicagdo para o fenbmeno é que a concentrad@adé de ODQ é insuficiente para
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bloquear todo o efeito do RUT-BPY-IMI, como sugeritb trabalho de Cerqueiea al
(2008).

Para avaliar o papel do NO extracelular no relaxamda musculatura lisa
do corpo cavernoso, foi adicionado ao banho 30 antes da contragdo coRHE, 0
removedor de NO extracelular hemoglobina Bovinadicdo desse composto reduziu
em apenas 20% Bwax do RUT-BPY-IMI, passando para 96,44%z+ 10,44%, com
p=0,372, ndo sendo estatisticamente significamMé&o houve reducgao significante da
poténcia (pEC50), passando para 5,542 + 0,032 @p*0Analisando outra substancia
do complexo nitrosil-ruténio em anéis de aorta, &@mturaet al (2007) encontraram
que a adicdo de oxihemoglobina, um composto semtellzahemoglobina bovina, nédo
alterou oEwax do farmaco ou do SNP. (BONAVENTURét al, 2007). Mesmo outros
trabalhos com compostos do complexo nitrosil ratéoujo efeito da oxyhemoglobina
foi de reduzir o efeito relaxante desses farmaeos,nenhum deles esse composto
aboliu totalmente o relaxamento, tanto em hipocangoatos (WIERASZKO, 2001),
como em anéis de aorta de coelho e corpos caverdesmelho (CERQUEIRA, 2008).
Esse fato é concordante com esse presente tralsaljpexindo que a substancia € um
doador de NO, e que a substancia ndo produz efiegees do NO extracelular. Outras
drogas tem efeito semelhante as drogas do compiéasil ruténio. Em um trabalho
com fundo géstrico de ratos, Jemkingbral estudaram varias drogas que agiam na via
NO/cGMP, dentre elas o préprio gas NO (exégenapgads doadoras de éxido nitrico.
A adicao de hemoglobina, em banhos com esses ctwsposasionou uma diminui¢cao
no relaxamento, com diferenca estatistica, em tasi@asogas doadoras de 6xido nitrico.
Sugere-se que as drogas doadoras de Oxido nigem ae forma semelhante, e as
diferencas entre as acdes de cada farmaco poderelavas as diferencas entre as
moléculas de cada droga. Novos estudos com essstasaila devem incluir
experimentos que utilizem os removedores dos amiodO (NO e NO), L-cisteina e
Hidroxicobalamina respectivamente.

Os canais de ions ndo-juncionais possuem funcdoomtial, tanto na
manutencdo como no bloqueio do tbnus da musculéiBgaque apesar de bastante
complexa ja € bem estudada e compreendida atugf@HARIST, 2000; ANDERSSON,
2011). Esses canais sdo responsaveis pela marmutiat¢iperpolarizacdo da membrana
celular, que em ultima analise permitem o aumentdiminuicdo do influxo de calcio

para o meio intracelular desencadeando a contracbaelaxamento do midcito
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(VENKATESWARLU, 2002). Isso vale para todos os $§ijge vasos, como também para
o0 corpo cavernoso humano (HOPPNER, 1996). Dendi@stos canais, 0s mais estudados
e envolvidos na fisiologia e no estudo de novaga@ara DE, sdo os canais de Potassio
dependente de ATP gfr), e 0s canais Maxi-K calcio-sensivel (BKX(BAUKROWITZ;
FAKLER, 2000). Varias drogas vasodilatadoras ag#avés dos canaisafr, como o
pinacidil (VILABAEK, 1988), cromakalium, minoxidil, (LONGMAN, 1992) e
fentolamina (GONZAGA-SILVAet al, 2005).

Para avaliar o papel dos canais de potassio ATErdiemtes (Kre) no
relaxamento induzido pela droga estudada, foi edémo ao banho de tecidos o
bloqueador desse canal Glibenclamida (10uM). AZadgiessa substancia ndo causou
alteracdo na capacidade de relaxamento do RUT-BRY(Gréfico 11). Esses dados
sugerem que a droga ndo age ativando os canais Kdo houve alteragcdo nem na
Ewax (91,37%+10,24%) e nem no pEC50. Avaliando novaspmstos do complexo
nitrosil-ruténio, Bonaventurat al (2007), trabalhando em anéis de aorta adicionou um
bloqueador ndo especifico dos canais de potasdih)(TEsse experimento nao
demonstrou alteracdo na capacidade relaxante dopostea Contudo, quando
adicionado o inibidor da Guanilato ciclase (ODQyu¥e relaxamento importante.
Cellek et al (1996), avaliando agentes doadores de NO em carpwesrnosos de
humanos e coelhos bem como no musculo anococcienalho, demonstrou que a
acao destas substancias se faz através da atidgaga€s e producdo de GMPc e nao
por acdo direta em canais de ions. Lee e Kang [20@feriram que a producdo de
GMPc provocaria a ativacdo da proteina quinasecég@edo GMPc (Proteinoquinase
— PKG) e esta enzima atuaria na fosforilacdo dnaisale calcio de longa duracao tipo
L, inibindo a saida do calcio das organelas intnphsmaticas e o0 aumento de sua
concentracdo no citosol, 0 que provocaria relaxameelular. Alguns trabalhos tem
demonstrado o papel do NO na ativacéo direta deisae potassio. Alem dos canais
de potassio ATP-dependentes, o NO ativa varioosuaanais, sendo ock outro canal
ativado pelo NO (Félétou, 2009). A ativacao dessemis de da por trés mecanismos:
Através do GMPc, ligacdo direta do NO (na formaSdBlitroso-thiois) no canal de
potassio, e prevencdo da formacédo do bloqueadatosTesses dados sugerem que o
farmaco ndo produzem acao ativando canais de potéss, e sim diretamente a sGC,
como definido por uma revisdo sobre compostos dmptExo nitrosil-ruténio
(LUNARDI, 2009).
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Para definir se definitivamente o farmaco estudado como mecanismo de
acdo a inducdo da GCs, foi realizada a dosagemodeemtracdo do GMPc nos
fragmentos de corpos cavernosos. Os dados recelhfuis andlise da quantificacdo de
GMPc intracelular demonstraram que os fragmenta®g®s cavernosos tratados com o
RUT-BPY-IMI apresentavam uma concentracdo de GM#Pcacde 74% a mais que as
tiras tratadas com o veiculo DMSO (Gréfico 12)oIssova, juntamente com o bloqueio
alcangcado com adicdo do ODQ, que a substancimmestd age ativando a GCs,
aumentando a concentracdo do segundo mensageirac.G¥#Bse estudo, 0s corpos
cavernosos tratados com SNP apresentaram a maioertcacdo de GMPc , sendo a
concentracdo bem maior que o grupo tratado com BRY-IMI. Isso ndo se traduziu
num maiorEuwax do SNP. O efeito relaxante maximo aparentementeterd@ relacéo
direta com a concentracdo de GMPc. No estudo d#eBet al (2002), a droga com
maior capacidade relaxante maxima foi o SNP, paé&ubstancia (NCX911) foi a que
mais produziu GMPc, apesar de produzir uma mesposta maxima.

O trabalho atual conclui que, a substancia do cexaphitrosil-ruténio aqui
estudada é um potente agente de relaxamento daulatusa lisa em corpos
cavernosos de humanos, atuando através da doaefia NO e ativando a enzima
guanilato ciclase soluvel. Estudos adicionais ittovpoderiam ser desenvolvidos,
utilizando-se mais amostras, investigando-se msgwd de acdo diferentes como:
ativacdo de canais de outros ions, estudos deoeddtnulacdo, avaliacdo do
movimento intracelular de ions calcio e a dosagametad de outros segundos
mensageiros além do GMPc, para caracterizar oatexsnismos de acdo. Estudios
vivo, utilizando modelos animais, também s@o necesspaies avaliar a relacao entre
presséao arterial e pressao intracavernosa e eatigmbo nervo cavernoso. Os estudos
sugeridos poderiam indicar provaveis aplicacOesical$ no futuro de substéancias

doadoras de 6xido nitrico do complexo nitrosil-niwé
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6 CONCLUSOES

1. O Farmaco RUT-BPY-IMI possui um efeito relaxantentdasculatura lisa de corpos
cavernosos de humanos.

2. O Farmaco parece possuir efeiio,vitro, comparavel ao SNP, BAY 41-2272 e
Vardenafila.

3. N&o parece haver ativagdo direta dos canais desgiotélurante o processo de
relaxamento induzido por essa substancia.

4. O agente possivelmente age liberando 6xido nitrico.

5. O RUT-BPY-IMI parece atuar no sistema de sinalipag&lular NO/GMPc,
ativando a enzima guanilato ciclase soluvel.

6. Nao h& aparente ativacdo dos canais de potadssendimpte de ATP, durante o
processo de relaxamento da musculatura lisa caserno

7. A Substancia promove aumento da taxa de produc&ivtiec.
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ANEXO- Material cirtrgico utilizado nos experimentos

2 pingas preensao tipo mosquito Edlo, Brasil
2 pingas anatdmicas tipo addison Edlo, Brasil
1 tesoura oftalmica Edlo, Brasil

2 placas de Petri
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