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RESUMO

Tratamento farmacoldgico da hiperatividade detrusora (HD) tem sido classicamente feito com
antimuscarinicos. Recentemente novos agentes farmacoldgicos ou associacdo de drogas tem
sido usados para tratar HD. Um deles s&o os beta3 agonistas. Beta3 agonistas aumentam a
adenosina monofosfato ciclica intracelular (AMPCc) atraves da via da adenilato ciclase. AMPc
induz o relaxamento do masculo liso detrusor (MLD). Inibidores da fosfodiesterase tipo 5
(iPDE-5) como a tadalafila também causam relaxamento do MLD através da via do 6xido
nitrico/guanosina monofosfato ciclico (NO/GMPc). Além dos mecanismos acima tem-se feito
a hipotese que a associacdo dos beta 3 agonistas com iPDE pode causar relaxamento
pronunciado do MLD. Como consequéncia, o principal objetivo deste estudo experimental in
vivo foi avaliar o impacto da associacdo dos iIPDE (tadalafila) e beta 3 agonista (BRL 37344)
na HD. Trinta camundongos foram randomizados em cinco grupos: Controle (n=6); L-N%-
Nitroarginine methyl ester hidroclorido (L-NAME) (n=6); L-NAME/Tadalafila (n=6); L-
NAME/BRL 37344 (n=6); L-NAME/Tadalafila/BRL 37344 (n=6). L-NAME foi usado para
causar experimentalmente HD nos camundongos pela deplecdo de NO. Todos animais foram
submetidos a estudos urodinamicos e os seguintes parametros foram avaliados: non-voiding
contractions (NVC); frequéncia de miccdo (FM). Foi considerada como hiperatividade
detrusora 0 aumento no numero de NVC e FM. Comparagbes entre 0s cinco grupos de
tratamento foram feitos pela analise de variancia (ANOVA) associados com o teste de Tukey.
O Grupo L-NAME (4,33 +£2,58) aumentou o0 numero de NVC comparado ao Grupo Controle
(1,50 +0,55). Os Grupos L-NAME/Tadalafila (2.00+1.10), L-NAME/BRL 37344 (1,50+1,52)
e L-NAME/Tadalafila/BRL37344 (2,00+1,26 ) diminuiram o numero de NVC comparado
com o0 Grupo L-NAME (p<0,05). Porém a co-administracdo de Tadalafila/BRL 37344 nao foi
mais efetiva que a administracdo de Tadalafila ou BRL 37344 sozinhos. O Grupo L-NAME
(2,80 £ 0,68) aumentou o numero de FM comparada ao Grupo Controle (0,69 £0,56). Os
Grupos L-NAME/Tadalafila(0,97+0,71), L-NAME/BRL 37344(0,92 +0,38) e L-
NAME/Tadalafila/BRL 37344 (1,05 +0,44) diminuiram o niumero de FM comparado com 0
Grupo L-NAME (p<0,05). Porém a co-administracdo da Tadalafila/ BRL 37344 néo foi mais
efetiva que a administracdo de Tadalafila e BRL 37344 sozinhos. Ambos Tadalafila e BRL
37344 melhoraram a HD. Porém, a associa¢do de Tadalafila e BRL 37344 ndo teve efeito

aditivo na hiperatividade detrusora.

Palavras - chave: relaxamento do musculo liso detrusor, beta 3 agonista, inibidores da

fosfodiesterase tipo 5



ABSTRACT

Pharmacological treatment of detrusor overactivity (DO) has been classically done with
antimuscarinics. Recently new pharmacological agents or association of drugs have been used
to treat DO. One of them are the beta3 agonists. Beta 3 agonists increase intracellular cyclic
adenosine monophosphate (cCAMP) through adenylyl cyclase pathway. cAMP induces
detrusor smooth muscle (DSM) relaxation. Phosphodiesterase type 5 inhibitors (PDE-5i) like
tadalafil also cause DSM relaxation through nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate
(NO/cGMP) pathway. Besides the above mechanisms it has been hypothetized that
association of beta 3 agonists with PDEi may cause more pronounced DSM relaxation. As a
consequence, the principal aim of this in vivo experimental study was to evaluate the impact
of association of PDE-5i (tadalafil) and beta3 agonist (BRL 37344) on DO. Thirty mice were
randomized into five groups: Control (n=6); L-N%Nitroarginine methyl ester hydrochloride
(L-NAME) (n=6); L-NAME /tadalafil (n=6); L-NAME / BRL 37344 (n=6); L-NAME/
tadalafil / BRL 37344 (n=6). L-NAME was used to experimentally cause DO on mice by NO
deprivation. All animals were submitted to urodynamic studies and the following parameters
were evaluated: non-voiding contractions (NVC); frequency of micturition cycles (FM). It
was considered as detrusor overactivity the increase in the number of NVC and FM.
Comparisons between five groups of treatment were made by analysis of variance (ANOVA)
associated with Tukey test. L-NAME Group (4.33 £2.58) increased the number of NVC
compared to Control Group (1,50+0,55). L-NAME/Tadalafil (2.00+1.10), L-NAME/BRL
37344 (1,50£1,52) and L-NAME/Tadalafil/BRL37344 (2,00£1,26 ) Groups decreased
number of NVC compared to L-NAME Group (p<0.05). However, co-administration of
Tadalafil/BRL 37344 was not more effective than administration of Tadalafil or BRL 37344
alone (Figure 1). L-NAME Group (2,18+0,68) increased the number of FM compared to
Control Group (0,69+0,56). L-NAME/Tadalafil (0,97+0,71), L-NAME/BRL 37344
(0,92+0,38) and L-NAME/Tadalafil/BRL 37344 (1,05+0,44) Groups decreased number of
FM compared to L-NAME Group (p<0,05). However, co-administration of Tadalafil/BRL
37344 was not more effective than administration of Tadalafil or BRL 37344 alone. Both
Tadalafil and BRL 37344 improved DO. Nonetheless, association of tadalafil and BRL 37344

has not an additive effect on DO.

Key words: detrusor smooth muscle relaxation, beta 3 agonist, phosphodiesterase type 5

inhibitors
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1.INTRODUCAO

Os sintomas do trato urinario inferior (STUI) em homens aumentam comumente
com a idade, alcangando uma prevaléncia de mais de 45% dos homens com mais de 70 anos
(ROSEN et al,2003). A presenca de STUI em homens tém tradicionalmente sido relacionada
ao crescimento da prostata, com subsequiente compressao uretral e obstrucéo, e irritabilidade
vesical secundaria, sendo com isso comumente referidos como STUI secundarios a
hiperplasia benigna da prostata (HPB). Porém dados recentes sugerem fortemente que a
etiologia dos STUI € bastante complexa e multifatorial (ANDERSSON et al,2011).

STUI seriam subdivididos em armazenamento, esvaziamento e p6s miccionais a fim
de refletir o estagio no ciclo de mic¢do onde eles ocorrem. Tanto homens como mulheres
podem apresentar estes grupos de sintomas, muitas vezes concomitantes (SOLER et al,2014).
Dados de um extenso estudo epidemioldgico (o Epi LUTS) em homens e mulheres com mais
de 40 anos mostrou uma combinagéo destes grupos de sintomas em 24% dos homens e 26%
das mulheres(SEXTON et al ,2009). O mais comum tipo de STUI em homens foi de
armazenamento (51,3%) seguido de esvaziamento (25,7%) e pds miccionais (16,9%). A
presenca de bexiga hiperativa em homens e mulheres foi de 10,8% e 12,8% respectivamente
(IRWIN et al ,2006). Tem-se observado que muitos homens com HPB nédo desenvolvem
STUI enquanto outros homens com sintomas urinarios irritativos ndo tém HPB ou obstrucéo
infravesical (CHAPPLE;ROEHRBORN,2006). STUI de esvaziamento sdo geralmente
causados por obstrucdo no trato infravesical e tem sido atribuido a dois componentes: o
componente estatico da prostata aumentada de tamanho, e 0 componente dindmico do ténus
do estroma prostatico (JACOBSEN;GIRMAN;LIEBER,2001). Porém até para STUI de
esvaziamento, evidéncia para uma direta correlacdo ainda ndo é convincente, e hoje é
reconhecido que tais sintomas ndo séo somente reflexo de uma afecgéo infravesical (ABDEL-
AZIZ;LEMACK,2002). Sintomas de armazenamento, por outro lado, sdo associados com
hiperatividade detrusora. Alguns fatores miogénicos, neurogénicos, assim como o urotélio,
contribuem para isso (ANDERSSON,2003). A balanca das evidéncias cientificas sugerem
fortemente que a bexiga deve ser considerada o érgdo central na patogénese dos sintomas de
armazenamento tanto no homem como na mulher. Dados recentes portanto parecem favorecer
a visdo que o espectro dos sintomas de esvaziamento e armazenamento refletem distarbios em
todo o trato urinario e que "STUI ndo sdo um grupo de sintomas 6rgdo e/ou sexo especifico,
sendo relacionados a idade e progressivos por muitas vezes"(CHAPPLE et al,2008).



14

A sindrome da bexiga hiperativa afeta mais de 400 milhdes de pessoas
mundialmente (IRWIN et al,2011). E definida como os sintomas de freqiiéncia urinaria,
urgéncia e noctdria, com ou sem urge incontinéncia, na auséncia de fatores patoldgicos
(ABRAMS et al,2002).

Agentes antimuscarinicos sdo o tratamento padrdo-ouro para 0 manejo clinico da
bexiga hiperativa (CHAPPLE,2008). Porém, estes pacientes podem ter uma resposta sub-
Otima aos antimuscarinicos ou apresentar efeitos adversos, como boca seca, constipagdo, e
vista borrada (ABRAMS et al,2007). Intolerabilidade e eficacia inadequada contribuem para o
abandono do tratamento. Uma revisao sistematica encontrou taxas de 43-83% com 30 dias de

terapia, com tendéncia a crescimento com o tempo (SEXTON et al,2011).

As limitacdes da terapia antimuscarinica indicam a necessidade de opcdes de
tratamento farmacolégico oral efetivos e bem tolerados, e os beta 3 agonistas adrenérgicos
tém emergido como uma classe de drogas promissora; uma novidade no tratamento da

sindrome da bexiga hiperativa em muitos anos de pesquisa (KHULLAR et al,2013).

O impacto da sindrome da bexiga hiperativa na funcdo sexual foi relatado por
varios investigadores. Como parte do estudo Epi LUTS, WEIN et al (2009) analisaram 11834
homens, dos quais 71% eram sexualmente ativos. Eles relataram que homens com varios
STUI tinham disfuncdo erétil (DE) mais severa e disturbios de ejaculacdo. Urgéncia com

receio de perder urina foi um dos sintomas mais significantes relatados.

No presente estudo serd avaliado a administracdo crénica do inibidor de
fosfodiesterase tipo 5 ( Tadalafil ) e do beta 3 adrenergico seletivo (BRL 37344 ) isolados ou

em associagdo em modelo experimental de hiperatividade detrusora em camundongos.

1.1- Anatomia do trato urinério inferior

O trato urinario inferior consiste da bexiga e uretra. A uretra contém o musculo liso
e estriado. A bexiga é dividida em dois componentes: o corpo vesical, o qual € localizado
acima dos orificios ureterais, e a base da bexiga que consiste no trigono, juncdo ureterovesical
, detrussor profundo e parede anterior da bexiga. A bexiga é um érgdo oco de musculo liso,
composto por uma membrana mucosa na sua parede interna e coberta parcialmente por
peritbnio seroso ou por fascia na sua parede externa. A parede muscular da bexiga é formada

por células de masculo liso, o masculo detrussor. O detrusor é funcionalmente e
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estruturalmente diferente do musculo liso uretral e do trigono vesical (ANDERSSON;
ARNER,2004).

As duas principais fungdes do trato urinario inferior, de armazenar urina e de
esvaziamento durante a miccdo envolvem uma interacdo complexa entre as partes
estruturais/anatdmicas do trato urinario e entre os sistemas de controle nervoso. Durante a
fase de armazenamento as células do masculo liso tém que relaxar, alongar e se rearranjar na
parede vesical; e na fase de esvaziamento o encurtamento das fibras tém de ser realizado de
forma sincronizada e rapida. Para responder ao controle nervoso e hormonal os musculos do
trato urinario tém de possuir receptores para os transmissores/moduladores, liberados de
nervos ou gerados localmente, e mecanismos de transmissdo celular para o inicio das fases de
contracdo e relaxamento vesical (ANDERSSON;ARNER,2004).

O trato urinério inferior é inervado por trés tipos de nervos periféricos envolvendo
0s sistemas nervosos parassimpatico, simpatico e somatico. Nervos parassimpaticos pélvicos
emergem da porgdo sacral da medula espinhal e estimulam a bexiga e relaxam a uretra.
Nervos simpaticos lombares inibem o corpo da bexiga e estimulam a base da bexiga e uretra.
Nervos pudendos, os quais emergem da porcdo lateral da medula também conhecida com
ndcleo de Onuf, estimulam o esfincter uretral externo. Estes nervos contém axénios aferentes
e eferentes. Os axoOnios aferentes transmitem informacdes do trato urinario inferior a medula
lombosacral e monitoram o volume e amplitude da contracdo vesical através de fibras
mielinizadas (Ag) e ndo mielinizadas (C) (YOSHIMURA N;CHANCELLOR MB,2007).

1.2 Fisiologia da mic¢ao

Na fase de armazenamento, a acomodacdo da bexiga para volumes crescentes de
urina € primeiramente um fendmeno passivo dependente das propriedades intrinsecas do
masculo liso vesical e da fase de laténcia do eixo parassimpatico. A ativacdo reflexa simpética
contribui com um feedback negativo ou armazenamento de urina que promove fechamento do
trato de saida ou inibe contra¢Ges neurais mediadas da bexiga durante o enchimento;e também
pode ser ativada ap6s distensdo da bexiga por estimulacdo aferente. Nervos motores pudendos
sdo ativados pela estimulacdo aferente (reflexo de guarda) nesta fase. A fase de
armazenamento pode ser mudada para fase de esvaziamento involuntariamente (reflexo) ou
voluntariamente. Neste ponto, a descarga crescente aferente por receptores de tensdo na
parede da bexiga inverte o padrdo eferente; para estimulo dos feixes parassimpaticos e
inibicdo dos feixes simpaticos e somaticos (YOSHIMURA N;CHANCELLOR MB,2007).
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Na fase de esvaziamento, ha um relaxamento inicial do esfincter uretral seguido
em alguns segundos por uma contracdo da bexiga, um incremento na pressdo vesical e a
expulsdo da urina. Relaxamento do musculo liso uretral é mediado pela porcéo parassimpatica
a uretra através da liberacdo de oOxido nitrico, um transmissor inibitério (YOSHIMURA
N;CHANCELLOR MB,2007).

1.2.1 Mecanismos colinérgicos

Na maioria das espécies animais, a contracdo da bexiga ¢ mediada por ambos
mecanismos colinérgicos e ndo adrenégicos ndo colinérgicos (TAIRA,1972). Em mdsculo
detrussor isolado de porcos e coelhos ja foi demonstrado que a acetilcolina despolarizava,
aumentava a freqiiéncia dos potenciais de acdo, e contraia 0 musculo. Também no mdsculo
detrussor isolado em humanos era contraido pela acetilcolina, sendo estimulado por inibidores
de colinesterase e abolidos pela atropina,portanto mediados pela estimulagdo de receptores
muscarinicos (CREED et al ,1981)..

O mausculo liso detrussor de varias espécies contém receptores muscarinicos dos
subtipos M2 e M3 (CHESS-WILLIAMS,2002). Na bexiga humana, a ocorréncia de mMRNAS
de todos os subtipos de receptores muscarinicos tem sido demonstrados com a predominancia
dos mRNAs dos receptores M2 e M3 (SIGALA et al,2002). Receptores muscarinicos sdo
acoplados a proteinas G, mas a transduc¢édo do sinal varia (CAULFIELD; BIRDSALL,1998).
M1,M3 e M5 acoplam preferencialmente com Gg/11 ativando a hidrélise do fosfatidil
inositol, levando a mobilizacdo de calcio. J& M2 e M4 acoplam com a proteina Gi/0
resultando na inibicdo da atividade da adenil ciclase. Existe uma concordancia que 0s
receptores M3 sdo 0s principais responsaveis pela contragdo detrusora na mic¢do normal
(CHESS-WILLIAMS,2002; CHOPPIN,2002). Mesmo na bexiga de rato obstruida, os
receptores M3 determinaram um papel importante na contragdo detrusora (KRICHEVSKY et
al,1999). O papel funcional do receptor M2 no detrussor normal € menos claro. Em ratos com
deficiéncia de receptor M3, receptores M2 mediaram apenas 5% da resposta ao carbacol
(MATSUI M et al,2002;STENGEL et al,2002). Contudo, em certos estados de doenga, 0S
receptores M2 podem contribuir para contracdo da bexiga. J& foi observado em ratos
desnervados, contracdo detrussora mediada por receptores M2 isoladamente ou em
combinacdo com M3 (BRAVERMAN et al ,1998).

Como indicado acima, a funcdo receptora muscarinica pode se alterar em

diferentes desordens uroldgicas, como obstrucdo urinaria, bexiga neurogénica, hiperatividade
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detrussora e diabetes. Porém ndo € claro o que as mudangas significam em termo de mudanca
na funcdo detrussora (ANDERSSON; ARNER, 2004).

1.2.2 Mecanismos Adrenérgicos

Estudos iniciais mostravam que no detrusor da maioria das espécies receptores
beta 2 adrenérgicos predominavam (ANDERSSON,1993), mas no detrusor do porco de
guine ,0 qual contém ambos receptores beta 1 (B1-ARs) e receptores beta 2 (f2-ARs), o efeito
relaxante era mediado principalmente por B1-ARs (LI ;YASSAY;KAU ,1992). No detrusor
humano, os receptores beta adrenérgicos ( B-ARs ) ndo tinham caracteristicas funcionais de p1
ou B2-ARs, pois eles podiam ser bloqueados por propranolol, mas ndo por practolol (B1-ARS)
ou butoxamine (B2-ARs) (LARSEN,1979). Com a utilizacdo de diferentes métodos, incluindo
RT-PCR, sequenciamento do PCR, hibridizacdo in situ, e contragdes isométricas in vitro ,
varios pesquisadores tém demonstrado que o detrusor humano expressa p1-ARs, p2-ARs,
assim como receptores beta 3 adrenérgicos (B3-ARs). Devido aos agonistas B3-ARs
efetivamente relaxarem o0 musculo detrusor humano (IGAWA et al, 2001,
YAMAGUCHI,2002), isto pode significar que o mais importante receptor beta adrenérgico
para relaxamento vesical é o B3-AR, pelo menos em humanos. Isto pode explicar porque 0s
efeitos clinicos dos agonistas B2-AR em hiperatividade detrusora sdo controversos e
inconclusivos (ANDERSSON et al,2002).

B3-ARs tém sido demonstrados também no detrusor de varias espécies animais
(TAKEDA et al ,2000;YAMANISHI et al ,2002;YAMAZAKI et al,1998). Em vérios estudos
a resposta relaxante de bexiga de ratos a isoprenalina e outros agonistas p-AR é mediada por
ambos B2 e B3-ARs (TAKEDA et al,2000;WOODS et al,2001; YAMAZAKI et al,1998).
Além disso, mRNAs de 1, 2 e B3-ARs tém sido detectados em bexiga de ratos utilizando
RT-PCR (SEGUCHI et al,1998). 3-ARs tem mostrado efeito relaxante in vitro e em modelos
animais de hiperatividade detrussora (IGAWA et al, 2001;WOODS et al,2001;KAIDOH et
al,2002; YAMANISHI et al,2002).

O relaxamento induzido por beta agonista € mediado pela estimulagdo da via da
adenilato ciclase e do acumulo da adenosina monofosfato ciclico(AMPc) (YOSHIMURA
N;CHANCELLOR MB,2007). A ativagdo dos PB3- AR relaxa o detrusor, melhorando a
complacéncia vesical e portanto aumentando a capacidade vesical, sem mudanga na pressao

de miccdo e no residuo p6s miccional, portanto o agonista beta 3 adrenergico seletivo atua na
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atividade de contratilidade espontanea a qual ocorre durante o enchimento vesical, enquanto a
contracdo de micgdo que depende da descarga parassimpatica da medula sacral ndo ¢é afetada
(ANDERSSON,2013).

1.2.3 Mecanismos ndo adrenérgicos nédo colinérgicos

O oxido nitrico é um neurotransmissor formado a partir da L-arginina, através de
uma reacdo catalisada por uma familia de enzimas denominadas sintase 0xido nitrico (NOS).
A NOS utiliza como substrato o NADPH e o oxigénio molecular (O,) e oxida o grupo
guanidina da L-arginina, em processo que consome cinco elétrons e resulta na formacéo do
NO com quantidade estequiométrica de L-citrulina (MONCADA et al., 1991).

Existem trés isoformas de NOS, denominadas de endotelial (eNOS), neuronal
(nNNOS) e induzivel (iINOS) cada qual codificada por diferentes genes (STUEHR et al., 2004).
Tanto a eNOS como a nNOS sdo denominadas de NOS constitutivas (cNOS), pois estdo
normalmente expressas nas células e atuam de modo dependente de calcio e calmodulina para
sua acdo. O NO formado através da eNOS regula o tdnus vascular, previne a adesdo dos
leucdcitos e das plaquetas, enquanto que o NO formado a partir da nNOS atua como
neurotransmissor e/ou neuromodulador no sistema nervoso e periférico. A isoforma iNOS é
expressa em diferentes tipos celulares como macro6fagos, hepatécitos e musculo liso vascular;
é estimulada por substancias pro-inflamatérias, como o lipopolissacarideo (LPS) e citocinas.
Esta isoforma néo é dependente de calcio e, uma vez expressa, produz grandes quantidades de
NO por longos periodos de tempo (MONCADA et al., 1991). O mecanismo de acdo do NO,
de modo geral, envolve a sua ligacdo na porcdo heme da guanilato ciclase soltvel (sGC),
induzindo uma mudanga conformacional que leva a enzima a sintetizar 3',5' monofosfato
guanosina ciclico (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP) ( MONICA et al, 2008).

O NO parece ser responsavel pela maior parte das respostas ndo adrenérgicas nao
colinérgicas no trato urinario baixo (ANDERSSON et al,1993,1995). Ambas as cNOS e a
INOS podem ser demonstradas no musculo liso do trato urinario inferior de animais e
humanos (FELSEN et al,2003;JOHANSSON et al ,2002; LEMACK et al,2000). No
momento ndo ha evidéncia que nNOS seja produzida por células do musculo detrussor, e em
células do detrussor ndo estimuladas a iNOS néo foi detectada (JOHANSSON et al,2002).

O papel funcional do oéxido nitrico no detrussor ndo esta estabelecido.

KLARSKOV (1987) reportou um relaxamento ndo adrenérgico ndo colinérgico (NANC) em
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preparacfes de porco e musculo detrusor humano em resposta ao estimulo elétrico. Em
detrussor de porcos, este relaxamento foi precedido por contracdo e era possivel de ser
bloqueado por tetradotoxina (TTX) (bloqueador de canais de sédio). ELLIOT e
CASTLEDEN (1993) ndo conseguiram demonstrar um relaxamento nervo-mediado em

musculo detrussor humano.

A bexiga normal responde a fase de enchimento de forma fisiologica com
relaxamento e acomodacédo de grandes volumes de urina com um minimo aumento na pressao
intravesical (COOLSAET, 1985). Tém havido muitas sugestdes para explicar este mecanismo
(ANDERSSON,1999). O fendmeno tém sido atribuido ndo somente as propriedades fisicas da
bexiga, mas também a existéncia de um mecanismo neural inibitério durante a fase de
enchimento/armazenamento. Inibi¢do da atividade nervosa parassimpética, ou um aumento da
atividade nervosa simpatica tém sido sugeridos, mas também envolvimento do éxido nitrico
gerado na bexiga (THEOBALD, 1996). Se o oxido nitrico tem um importante papel no
relaxamento detrussor, espera-se que o musculo detrussor tenha uma alta sensibilidade a
agentes atuando para aumentar as concentracdes de GMPc. Nitroprussiato doador de 6xido
nitrico (SIN-1) e Oxido nitrico foram apenas moderadamente efetivos no relaxamento do
musculo detrussor isolado de rato, porco e coelho, comparados aos seus efeitos no musculo
uretral (PERSSON et al, 1992). Estes resultados concordam com o de MORITA et al (1992)
que constataram que em coelhos 0 GMPc é principalmente relacionado ao relaxamento uretral
e que o AMPc ao relaxamento vesical. Eles também concordam com os achados de
MASUDA et al (2002) que demonstraram que no detrusor, em contraste com a uretra, a NOS
e a sGS eram predominantemente encontradas na mucosa e ndo no musculo detrussor.Na
bexiga humana, MOON (2002) constatou que os doadores de NO e dibutyryl GMPc induziam
contracdo, relaxamento ou ambos. Ela sugeriu que provavelmente ha uma via de sinalizagéo
NO/GMPc no detrussor humano. Isto pode envolver as células intersticiais que expressam o

GMPc, as quais foram achadas no corpo da bexiga (SMET et al,1996).

Em conjunto, esses resultados sugerem que 0 NO nédo possui um papel direto no
relaxamento da musculatura detrusora. Isto ndo exclui que o NO possa modular os efeitos de
outros transmissores, ou que haja um papel na neurotransmissdo aferente(FELSSEN et
al,2003;JOHANSSON et al,2002;LEMACK et al,2000).
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1.3 Fisiologia da eregdo

A contracdo e relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso séo reguladas pela
taxa de calcio livre no citoplasma da celula muscular lisa. Noreepinefrina dos terminais
nervosos e endotelinas e prostaglandina F2o (PF2a) do endotélio ativam receptores nas
células musculares lisas para aumentar fosfatidil inositol e diacilglicerol, resultando na
liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, ou abertura dos canais de calcio na membrana
plasmética da célula muscular lisa, aumentando o influxo de céalcio o qual se acopla a
calmodulina e permite a interacdo com cadeia leve de miosina quinase, acoplamento as
cadeias de actina com consequente contracdo da célula muscular lisa. No relaxamento do
masculo, ha um decréscimo de célcio livre no citoplasma, dissociacdo da calmodulina da
miosina quinase e desfosforilagdo da miosina, promovendo o desacoplamento com 0s
filamentos de actina. O AMPc e 0 GMPc sdo os segundos mensageiros envolvidos no
relaxamento do musculo liso. Eles ativam as proteino quinases dependentes de AMPc e
GMPc, as quais fosforilam certas proteinas e canais idnicos, resultando em (1) abertura de
canais de potéssio e hiperpolarizacdo, (2) sequestro do célcio intracelular para o reticulo
endoplasmatico e (3) inibicdo dos canais de calcio voltagem dependentes, bloqueando o
influxo de calcio. A conseqiiéncia € a queda do calcio livre citosélico e relaxamento do
musculo liso (LUE,2007).

Moléculas de sinaliza¢do na via do AMPc ( adenosina, peptidio ligado ao gene da
calcitonina, prostaglandinas e peptidio vasoativo intestinal)ligam-se e ativam receptores de
membrana citoplasmatica especificos, os quais acoplados as proteinas G, ativam adenil
ciclases a produzir AMPc. A proteino quinase A (PKA) é o principal receptor do AMPc e ele
media a grande maioria dos efeitos celulares do AMPc, fosforilando alvos nos
compartimentos citoplasmaticos e nucleares (LUE,2007).

O oxido nitrico é gerado pelas enzimas de sintase endotelial, através da conversao
de L-arginine e oxigénio em L-citruline e NO; e neuronal. A liberagdo de oxido nitrico
estimula a guanilato ciclase a produzir GMPc o qual regula a fosforilacdo de proteinas,
notavelmente a dependente proteino quinase G(PK-G), condutividade dos canais i6nicos, e
atividade das fosfodiesterases. A sinalizagdo é modulada em parte pela inativagdo do GMPc
pelas fosfodiesterases(ANDERSSON et al,2007).

Fosfodiesterases sdo enzimas que metabolizam as moléculas do segundo

mensageiro AMPc e GMPc. S&o geradas a partir de 21 genes em mamiferos e divididos em
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11 familias baseados nas suas sequiéncias proteicas, cataliticas e sensibilidade a inibidores, tal
como sua afinidade ao AMPc e GMPc (ANDERSSON,2011).

Fosfodiesterases tipo 1, 2, 3, 10 e 11 hidrolisam ambos AMPc e GMPc.
Fosfodiesterases tipo 4, 7, e 8 hidrolisam AMPc. Fosfodiesterases tipo 5, 6 e 9 sdo especificos
para GMPc. Entretanto existe ampla evidéncia que a fosfodiesterase tipo 5 é de longe a
principal fosfodiesterase na finalizacdo da via GMPc, sendo a inibi¢do da fosfodiesterase tipo
5 evidenciada como altamente efetivo no tratamento da disfuncéo erétil (LUE,2007).

1.4 Fisiopatologia dos STUI e disfuncao erétil

Erecdo é um fenbmeno neurovascular e tecidual sob controle hormonal. Isto inclui
dilatacdo arterial, relaxamento do musculo liso trabecular, e ativacdo do mecanismo veno-
oclusivo do corpo cavernoso (GRATZKE et al ,2010).

Disfuncéo erétil (DE) é definida como a inabilidade de obter ou manter uma erecéo
suficiente de permitir uma performance sexual satisfatoria. Embora considerada um disturbio
benigno, ela pode afetar a salde fisica e psicossocial e ter um impacto significante na
qualidade de vida dos pacientes e de seus parceiros (FELDMAN; GOLDSTEIN;
HATZICHRISTOU,1994).

Dados de estudos epidemioldgicos tém mostrado uma evidéncia consistente da
associacdo entre STUI/HPB e disfuncdo sexual em homens mais velhos independente dos
efeitos da idade, outras comorbidades, estilo de vida (SEFTEL et al ,2013).

A fisiopatologia dos STUI e disfuncdo erétil (DE) é complexa e multifatorial, e

envolve o0s seguintes aspectos:

1. Reducdo da atividade da via Oxido nitrico-guanosina de monofosfato
ciclico (NO-GMPc): O NO ativa a enzima guanilato ciclase, a qual induz a
producdo de GMPc a partir de guanosino trifosfato(GTP). O GMPc atua como
segundo mensageiro em proteino kinases, causando diminuicdo do célcio
intracelular e dissociacéo de fibras de actina e miosina, levando ao relaxamento
da musculatura lisa e a sua delecdo pode estar relacionada aos STUI
(ANDERSSON et al,2011). Na musculatura detrusora, sua funcdo ainda nao
estd estabelecida, mas estudos experimentais com inibicdo da sintese de NO

resultaram em aumento da atividade vesical in vivo (GACCI et al,2010).
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2. Aumento da atividade Rho-Kinase: O relaxamento prejudicado da
musculatura lisa em bexiga, colo vesical, prostata, uretra e pénis, com
consequente obstrucéo infra-vesical e erecdo prejudicada, tem sido atribuidos,
em parte, a0 aumento da atividade do complexo Rho-Kinase, que promove a
contragdo muscular ao modular a atividade da enzima miosina fosfatase
(MORELLI et al,2009).

3. Hiperatividade do sistema nervoso autdnomo: A hiperatividade simpatica
pode contribuir para piora dos STUI em homens com HPB. MCVARY et al
(2005) demonstraram que a atividade do sistema nervoso autdbnomo, medido
por testes fisioldgicos, em plasma e catecolaminas urindrias, correlaciona-se
positivamente com o escore de sintomas e outras mensuracdes em HPB.

4. Aterosclerose e isquemia do trato urinario inferior: Existe uma forte
associacdo entre HPB, STUI e fatores de risco para aterosclerose, como
hipertensdo, diabetes e doenca cardiovascular (MEIGS et al,2001). Isquemia
cronica pélvica foi um dos principais determinantes de mudancas funcionais e
morfoldgicas na bexiga e prdstata de modelos de ratos hipertensos. A hipétese
de isquemia seria baseada na perfusdo sanguinea para o trato urinario baixo
sendo afetada pela contracdo da célula muscular lisa, diminuicdo da
oxigenacdo levando a isquemia crénica do tecido do trato urinario baixo e
contribuindo para os STUI (REGES et al,2014). Tratamento crénico com
tadalafil nesse modelo foi capaz de contrapor todas alteragbes dos STUI,
principalmente por maior perfusdo e oxigenagdo do trato urinario inferior
(MORELLI et al,2010,2011;GACCI et al,2012). A aterosclerose é fortemente
associada a DE (MONTORSI et al,2006), e ja foi demonstrado associagdo
entre hipoperfusdo de prostata e bexiga com STUI em homens (BERGER et al
,2005).

Enquanto a fisiopatologia dos STUI e DE é complexa e influenciada por multiplos

fatores, 0 aumento da atividade da via NO/GMPc/PKG pelo inibidor da fosfodiesterase tipo 5
( iIPDE-5) pode influenciar varios mecanismos patoldgicos que contribuem para os STUI, e
portanto transformar-se numa abordagem inovadora no tratamento dos homens com STUI.

Adicionalmente a via do NO/GMPc tem mostrado um efeito antiproliferativo nas

células do musculo liso da préstata e bexiga humanos, o que sugere que o iPDE-5, através do
aumento intracelular do GMPc, pode atenuar a proliferacdo celular associada ao aumento da
préstata e hipertrofia vesical (FILIPPI et al,2007).
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MORELLI et al (2009) ao tratarem ratos hipertensos, com diminui¢do de intervalos
de contracéo e capacidade vesical, com vardenafil por 2 semanas, observaram reverséo dos
parametros urodindmicos e prevencdo da ativacdo da via Rho-quinase, e aumento dos niveis
de GMPc in vivo (rato) e in vitro de células de detrussor humano.

N&o é completamente claro o papel das isoenzimas da fosfodiesterase tipo 5 na
hiperatividade do sistema nervoso autbnomo no trato urinario inferior, porém STUI causados
por hiperatividade do sistema nervoso autbnomo parecem reduzir com o tratamento com
iPDE-5 (MCVARY et al,2005). O NO tem um efeito inibitério nos canais i6nicos dos
neuronios aferentes e na atividade nervosa aferente possivelmente mediado pelo GMPc
(YOSHIMURA,; SEKI; DE GROAT,2001). Portanto, é possivel que a redugdo dos sintomas
de armazenamento urinario por iPDE-5 sejam devidos em parte a uma maior inibicdo do NO
na atividade nervosa aferente (ANDERSSON,2011).

Vaérios estudos tém sugerido que uma maior perfusdo vascular no trato urinério
inferior pode ter um efeito terapéutico nos STUI. Uma possibilidade seria a melhor funcéo
endotelial global aprimorar a perfusdo do trato urinario inferior (BERGER et al,2005).

Embora o mecanismo que justifique a associacdo entre STUI e DE ndo seja
totalmente compreendido, as caracteristicas em comum ja citadas, somadas ao fato de haver
comprovacao da presenca das enzimas fosfodiesterases no trato urinario inferior (FIBBI et
al,2010), podem justificar a utilizagdo de iPDE-5, que sdo a terapia de primeira linha para DE,
para o tratamento de STUI (ANDERSSON et al,2011).

O fato de a utilizacdo do tratamento com iPDE-5 resultar em melhora
significativa em pardmetros urodindmicos de pacientes com trauma medular e hiperatividade
detrusora (GACCI et al,2007), bem como a observacdo de melhora da continéncia em
pacientes pds-prostatectomia radical (GACCI et al,2010) ( ou seja, em pacientes sem préstata)
reforcam que a bexiga pode ser um importante alvo terapéutico nos individuos com STUI por
HPB tratados com iPDE-5 (GACCI et al,2012).

Em 2002, foi publicado o primeiro relato de que os iPDE-5 poderiam estar
relacionados a melhora do padrdo miccional em homens tratados para DE (SAIRAM et
al,2002).

O beta 3 agonista adrenérgico estimula a produgdo de AMPc e os inibidores de
fosfodiesterase inibem a degradacdo do AMPc e do GMPc, levando ao relaxamento do

detrusor. Com a associacgéo das drogas poderia haver uma potencializacéo deste efeito.
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Como até o momento, ndo ha um estudo experimental relacionando os iPDE-5 e
beta 3 agonistas adrenérgicos em modelos de hiperatidade detrusora in vivo, serdo avaliados
neste estudo, os parametros urodindmicos de camundongos com hiperatividade detrusora
induzida por administracdo de L-NAME (N-nitro-L-arginina metil ester hidroclorido), quando

tratados com os iPDE-5 ( tadalafila) e beta agonista 3 seletivo (BRL-37344).
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2.0BJETIVOS

Avaliar o efeito da administracdo cronica do iPDE-5 Tadalafila e do beta 3 adrenergico
seletivo BRL 37344 isolados em  pardmetros urodinamicos de camundongos com

hiperatividade detrussora.

Analisar o efeito da associagéo entre o iPDE-5 Tadalafila e o beta 3 adrenergico seletivo BRL

37344 em parametros urodinamicos de camundongos com hiperatividade detrussora.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos:

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Ceara(protocolo 05/14).

3.2 Animais:

Foram randomizados 30 camundongos machos da raga Mus Musculus com peso
entre 40-50g, distribuidos da seguinte maneira:

- Grupo Controle: 6 camundongos alimentados com ragdo padrdo e dgua potavel por 30 dias

-Grupo L-NAME:6 camundongos alimentados com racdo padrdo e L-NAME diluido na agua
de beber(60mg/kg) por 30 dias.

-Grupo L-NAME/Tadalafila: 6 camundongos alimentados com ragdo padrdo e L-NAME
diluido na &gua de beber(60mg/kg) por 30dias com administracdo de Tadalafil (4mg/kg) por

dieta orogastrica.

-Grupo L-NAME/BRL-37344: 6 camundongos alimentados com racdo padrdo e L-NAME
diluido na &gua de beber(60mg/kg)por 30dias com administracdo de BRL-37344(5mg/kg) por

via intraperitoneal 30minutos antes do estudo urodinamico.

-Grupo L-NAME/Tadalafila/BRL 37344: 6 camundongos alimentados com ragéo padrdo e L-
NAME diluido na é&gua de beber(60mg/kg) por 30dias com administracdo de
Tadalafil(4mg/kg)por dieta orogastrica; e BRL-37344(5mg/kg) por via intraperitoneal 30

minutos antes do estudo urodinamico.
3.3 Drogas:
L-NAME

O L-NAME, por ser um potente inibidor da enzima NOS, a qual é responsavel pela
sintese de Oxido nitrico, pela conversdo de L-arginina em citrulina, € uma ferramenta
farmacologica utilizada para avaliar a funcdo do NO em diferentes sistemas do organismo. A
dose administrada de L-NAME em estudo experimental na literatura, nos quais 0s animais
ingeriam L-NAME dissolvido em agua, variava de altas doses (60-250mg/kg/dia) a moderada
(40-50 mg/kg/dia), por um periodo de tempo variando de uma a oito semanas. A partir deste
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estudo, verificou-se que a dose de 60 mg/kg/dia de L-NAME diminuia acentuadamente 0s
niveis de nitrito/nitrato (NOXx) no plasma dos animais e inibia significativamente a enzima
NOS no cérebro, ileo e bexiga(MONICA et al,2008).

Na bexiga foi demonstrada inibicdo superior a 80% da NOS, significando,
portanto, que a inibicdo da atividade da NOS e consequentemente da sintese de NO é quase
completa (MONICA et al,2008). A funcdo do L-NAME neste estudo € promover

hiperatividade do detrusor nos camundongos.
Tadalafila

E um inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo 5. Age provocando relaxamento do
masculo liso detrusor ao inibir a degradacdo do GMPc e potencializar a acdo do Oxido
nitrico. A dosagem de Tadalafil(4mg/kg) seguiu a de estudos bem desenhados na literatura(
GULATI et al,2013) .

BRL 37344

E uma feniletalonamina [ (RR + SS) - (F) -4- [2-(2- (3-clorofenil) -2-hidroxietil)
amino) propil] fenoxiacetato] da familia dos compostos beta3 adrenérgicos de primeira
geracdo (WILSON et al, 1996). Ativa a adenil ciclase com a subsequente formacdo de AMPc
a qual ativa a proteina kinase A resultando em ativacdo dos canais de potassio ativados por
calcio, efluxo de potéassio, hiperpolarizacao e relaxamento do musculo liso (HRISTOV et
al,2008).

A dosagem do beta 3 adrenergico BRL-37344 (5mg/kg) seguiu a de estudos prévios
na literatura(KULLMANN et al,2009).

MORENO et al(2014), em estudo prévio in vivo de camundongos submetidos a
deplecéo cronica de NO, ndo evidenciou diferenca significativa nos parametros urodindmicos
entre o grupo controle com diluente de tadalafila(goma xantana+ manitol) e grupo com
tadalafila, portanto ndo houve necessidade de inclusdo de um grupo controle para tadalafila no

presente estudo.

KULMANN et al (2009) , em estudos preliminares, havia testado BRL 37344 nas
doses de 0.1,0.5,1,2,e 5mg/kg por via intraperitoneal e estabeleceu que 5mg/kg tinha um
consistente e significante efeito na frequéncia de miccdo, claramente distinto do efeito do
veiculo(dados analisados por um observador cego ao tratamento). Em geral, o efeito era
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detectavel logo apo6s as injecbes da droga e tinha duragcdo de 4-6horas. Devido a essas
particularidades, optamos pela injecéo intraperitoneal de 5mg/kg BRL 37344 30minutos antes
do estudo urodindmico para 2 grupos de animais, e ndao houve necessidade de inclusdo de um

grupo controle com injecédo de salina intraperitoneal.
3.4 Método Experimental:

Todos os animais foram submetidos a cistometria ao final do experimento.Para a
cistometria, os animais foram anestesiados com Uretana (1,2mg/kg) e submetidos a
laparotomia para exposicdo da bexiga e puncdo com butterfly 19G, que era conectado a uma

bomba de infusdo com salina e a um transdutor de pressao.

Figura 1-Camundongo sendo submetido a
cistometria

Fonte: Autoria propria

Apols puncdo, a bexiga foi esvaziada, e apdés um periodo de 30 minutos para
equilibrio da musculatura detrusora, iniciou-se a infusdo de salina (4ml/h) e o registro da
pressdo vesical (Power Lab v. 5.0 System - ADInstruments, Australia) por 40 minutos. Apds
esse periodo, os animais foram sacrificados. Foi definida como hiperatividade detrusora o
aumento das Non- voiding contractions e o aumento da frequéncia de miccdo. Portanto, no

presente estudo foram avaliadas as variaveis definidas abaixo:
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- Non-voiding contractions(NVC): numero de contracfes detrusoras que ndo resultaram em

micgédo antes da primeira eliminagédo de urina

-Frequiéncia de mic¢do(FM): o nimero de ciclos de micgdo observados no estudo dividido

pelo tempo.

A metodologia e os parametros utilizados seguiram modelos j& descritos na
literatura (ANDERSSON et al,2011)

3.5 Analise Estatistica:

As varidveis quantitativas, continuas e discretas, foram inicialmente analisadas
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Como tal
requisito foi observado em todos os casos, entdo, para a estatistica descritiva, calcularam-se a
média e o desvio padrdo, assim como foram empregados testes paramétricos para a analise
dos dados. Comparacbes entre os cinco grupos de tratamento (Controle, L-NAME, L-
NAME/Tadalafila, L-NAME/BRL37344 e L-NAME/Tadalafila/BRL37344) foram feitas
mediante o uso da anélise de variancia (ANOVA) para um fator de classificacdo, associada ao

teste de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencgas entre 0s grupos aos pares.

Em todas as analises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%), sendo
considerado como estatisticamente significante um valor P menor que 0,05. O software
GraphPad Prism® verséo 5.00 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizacdo dos procedimentos estatisticos como para a

elaboragéo dos gréaficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Non voiding contractions

Constatou-se que, o numero de NVC verificado no grupo L-NAME (4,33 £ 2,58)
foi significantemente maior que o mensurado no Grupo Controle (1,50 = 0,55) (*P < 0,05).
Verificou-se, ainda, que o nimero de NVC referente aos Grupos L-NAME/Tadalafila
(2.00+1.10), L-NAME/BRL 37344 (1,50£1,52) e L-NAME/Tadalafila/BRL37344 (2,00+1,26
) foi significantemente menor que o relativo ao Grupo L-NAME (4,33 £ 2,58) (# P < 0,05).

Figura 2 — Non- voiding contractions (NVC) verificado nos grupos Controle, L-NAME, L-
NAME/Tadalafila, L-NAME/BRL37344 e L-NAME/Tadalafila/BRL37344. Dados expressos como média
e desvio padrdo das medi¢cBes efetuadas em 6 ratos de cada grupo. Comparagdes entre 0s cinco
grupos de tratamento foram feitas pela analise de varidncia (ANOVA) associada ao teste de

comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferengas entre 0s grupos aos pares.
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* Referente a diferenca significante entre Grupo L-NAME e Grupo Controle.# Referente a diferenca
significante entre os grupos L-NAME/Tadalafila, L-NAME/BRL 37344 e L-NAME/Tadalafila/BRL 37344
com o Grupo L-NAME. +Os Grupos L-NAME/Tadalafila e L-NAME/BRL 37344 sao semelhantes ao
Grupo L-NAME/Tadalafila/BRL 37344; p=0,03
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N&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos L-NAME
/Tadalafila (2,00+1,10) e L-NAME /BRL 373344 (1,50£1,52) (P>0,05), e destes grupos com
o0 grupo L-NAME/Tadalafila/BRL 37344 (2,00£1,26) ( + P>0,05).

Tabela 1- Non-voiding contractions: Comparacdes dos grupos aos pares pelo Teste de Tukey

Non-voiding contractions

ANOVA: F = 3,4738; P = 0,0218

Teste de comparag8es multiplas de Tukey

Diferengca de Intervalo de confianca de

Comparacao médias St e Significancia
Controle vs L-NAME -2,83 -5,47 a -0,20 P <0,05
Controle vs L-NAME/Tadalafila -0,50 -3,14a 2,14 P > 0,05
Controle vs L-NAME/BRL37344 0,00 -2,64 a 2,64 P>0,05
(If—(lj\ln,;rl\(jlllg-:/'?adalaﬁIa/BRL37344 0,20 8,14 2,14 P=0,0>
L-NAME vs L-NAME/Tadalafila 2,33 -0,30 a 4,97 P <0,05
L-NAME vs L-NAME/BRL37344 2,83 0,20 a 5,47 P <0,05
L NAMET adalafia/BRL37344 233 0302497 P<0.05
h'mg';gfg?;ﬂa vs o 0,50 1,456 a 2,456 P > 0,05
0 awaiss peon
L-NAME/BRL37344 vs L- 050 2.456 a 1,456 P > 0,05

NAME/Tadalafila/BRL37344
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4.2 Frequéncia de micgdo

Constatou-se que, a frequéncia de miccdo verificada no Grupo L-NAME (2,18 £
0,68 ) foi significantemente maior que a mensurada no Grupo Controle (0,69 £ 0,56) (*P <
0,001). Verificou-se, ainda, que a frequéncia de miccdo referente aos Grupos L-
NAME/Tadalafila (0,97 £+ 0,61) (# P < 0,01), L-NAME/BRL37344 (0,92 + 0,38) (# P < 0,01)
e L-NAME/Tadalafila/BRL37344 (1,05 + 0,44) (# P < 0,05) foi significantemente menor que
a relativa ao Grupo L-NAME (2,18+0,68).

Figura 3 — Frequéncia de miccdo, expressa como o0 numero de ciclos de mic¢do por minuto,
verificada nos grupos Controle, L-NAME, L-NAME/Tadalafila, L-NAME/BRL37344 e L-
NAME/Tadalafila/BRL37344. Dados expressos como média e desvio padrdo das medi¢des efetuadas
em 6 ratos de cada grupo. Comparacdes entre os cinco grupos de tratamento foram feitas pela
andlise de variancia (ANOVA) associada ao teste de compara¢des multiplas de Tukey, para verificar

diferencas entre os grupos aos pares
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* Referente a diferenca significante entre Grupo L-NAME e Grupo Controle.# Referente a diferenca
significante entre os grupos L-NAME/Tadalafila, L-NAME/BRL 37344 e L-NAME/Tadalafila/BRL 37344
com o Grupo L-NAME. +Os Grupos L-NAME/Tadalafila e L-NAME/BRL 37344 s&o semelhantes ao
Grupo L-NAME/Tadalafila/BRL 37344;p=0,001
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N&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos L-NAME +
Tadalafila (0,97+0,61) e L-NAME +BRL 373344 (0,92+0,38) (P>0,05), e destes grupos com
o0 grupo L-NAME+Tadalafila+ BRL 37344 (1,05+0,44) ( + P>0,05).

Tabela 2- Frequéncia de miccdo:Comparacdes dos grupos aos pares pelo Teste de Tukey

Frequéncia de micc¢éo

ANOVA: F = 6,3183; P =0,0012

Teste de comparagfes multiplas de Tukey

Diferenca de Intervalo de confianga de

Comparacao médias 95% da diferenga Significancia
Controle vs L-NAME -1,49 -2,45 a -0,52 P<0,01
Controle vs L-NAME+Tadalafila -0,27 -1,24 a 0,69 P > 0,05
Controle vs L-NAME+BRL37344 -0,22 -1,19a 0,74 P> 0,05
Controle vs

-0,35 -1,32a0,61 P > 0,05
L-NAME+Tadalafila+BRL37344
L-NAME vs L-NAME+Tadalafila 1,21 0,25a 2,18 P <0,01
L-NAME vs L-NAME+BRL37344 1,26 0,30 a 2,23 P <0,01
L-NAME vs

1,13 0,17 a 2,10 P < 0,05
L-NAME+Tadalafila+BRL37344
L-NAME+Tadalafila vs

0,05 -0,92a 1,02 P > 0,05

L-NAME+BRL37344

L-NAME+Tadalafila vs

-0,08 -1,05a0,89 P > 0,05
L-NAME+Tadalafila+BRL37344
L-NAME+BRL37344 vs

-0,13 -1,10a 0,84 P > 0,05

L-NAME+Tadalafila+BRL37344
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Figura 4- Cistometrias dos 5 grupos analisados.Em ordem,grupo Controle(A),L-NAME(B),L-
NAME/Tadalafila(C),L-NAME/BRL 37344(D),L-NAME/Tadalafila/ BRL 37344(E).Setas indicam
picos de pressao
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Comparagdes multiplas pelo teste de Tukey demonstram a diferenca estatitica entre
0S grupos nas variaveis analisadas.

Tabela 3 — Parametros cistométricos avaliados nos grupos Controle, L-NAME, L-
NAME+Tadalafila, L-NAME+BRL37344 e L-NAME+Tadalafila+BRL37344. Dados
correspondem as medicdes efetuadas em 6 ratos em cada grupo. Comparacdes entre 0s
cinco grupos foram feitas por meio da analise de variancia (ANOVA), associada ao teste de
comparac¢fes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre 0s grupos aos pares.

Niimero de Frequéncia
Parametro contragdes de micgdo
néo inibidas (micgdes/min)
Controle
1,50 + 0,55 0,69 £ 0,56
Média + DP
L-NAME
4,33 + 2,58° 2,18+ 0,68°
Média + DP
L-NAME+
Tadalafila 2.00+ 1,10 0,97 + 0,71°
Média + DP
L-NAME+
BRL37344 1,50 + 1,52° 0,92 + 0,38°
Média + DP
L-NAME+
Tadalafila+ 200+ 1,26 1,05 + 0,44°
BRL37344
Média + DP
Significancia
P =0,0218 P=0,0012

(ANOVA)

DP: desvio padrdo. ANOVA: Andlise de variancia. As letras (P < 0,05) e (P < 0,01) denotam
diferencas estatisticamente significantes em relac&o ao grupo Controle enquanto as letras °(P<0,05) e
d(P<O,Ol) indicam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao grupo L-NAME (teste de
Tukey).
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5.DISCUSSAO

Nesse estudo, houve aumento das non voiding contractions e freqiiéncia de micgéo
no grupo L-NAME em relacdo ao grupo Controle. A concentragdo do GMPc, segundo
mensageiro envolvido no relaxamento do muasculo liso detrusor, é diminuida apos
administracdo de L-NAME devido a deplecdo do NO. Este seria o principal mecanismo para

explicar a hiperatividade detrusora causada por L-NAME no presente estudo.

Em estudo anterior, ja havia sido demonstrado que a inibi¢cdo crbénica de NO
secundaria a administracdo de L-NAME levou a reducdo da resposta relaxante mediada por
agonista beta 3 adrenergico e aumento da sensibilidade a agonistas muscarinicos, culminando
com um quadro de hiperatividade detrusora(MONICA et al,2008).

Num estudo experimental in vivo, a administragdo de L-NAME causou

hiperatividade detrusora na cistometria (REGES et al, 2013)

Houve menor numero de non voiding contractions e freqiéncia de mic¢do no
Grupo Tadalafila em relacdo ao grupo L-NAME isolado. O balanco da formacdo do GMPc se
da pela estimulacdo do NO e inibicdo da degradacdo pela fosfodiesterase. Apesar do L-
NAME depletar o NO, a Tadalafila inibindo a fosfodiesterase, contrabalanceia a formagéao de

GMPc, resultando em relaxamento do musculo liso detrusor.

REGES et al (2013) constatou que a sildenafila promovia a diminui¢cdo do nimero
dos ciclos de miccdo e da amplitude das contracdes em modelo experimental de ratos com
restricdo de NO ap6s administracdo de L-NAME, assemelhando-se com o0s resultados

observados pela tadalafila no estudo em vigor.

Em ratos com obstrucdo infravesical induzida por deficiéncia crénica de éxido
nitrico, a tadalafila ndo causou dano ao musculo detrusor e pareceu ter um efeito aditivo a
tansulosina ( REGADAS et al, 2014).

MORENO et al (2014) analisou parédmetros cistométricos de camundongos em
modelo experimental de hiperatividade detrussora secundéria a deplecdo crénica de oOxido
nitrico, ndo encontrando diferenca significante entre 0s grupos tratados com
Sildenafil,Vardenafil e Tadalafil, mas demonstrando eficacia das drogas na protecdo dos
animais a acdo deletéria vesical decorrente da exposicdo a L-NAME, evidenciando que o0s

resultados observados aqui eram independentes da droga.
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CARVALHO et al (2015) em estudo com camundongos em castracdo hormonal e
administracdo diéria de tadalafila, num modelo experimental de hiperatividade detrussora
secundaria a deplecdo cronica de 0xido nitrico, constatou a mesma eficacia da Tadalafila e
castracdo em reduzir a hiperatividade detrusora e relaxar a uretra além de sugerir uma via

alternativa andrdgeno-dependente relacionada com contracdo e relaxamento do musculo liso.

O BRL 37344, administrado por via intraperitoneal 30 minutos antes do estudo
urodindmico na dose de 5mg/kg associado a L-NAME na &gua de beber para camundongos,
demonstrou melhora significativa nas non voiding contractions e na freqtiéncia de micgéo em
relacdo ao grupo L-NAME isolado. Isto poderia ser explicado pela estimulacdo da formacéo

de AMPc pelos beta agonistas via adenilato ciclase.

Os efeitos in vivo dos B3-AR tém sido estudados em diversos modelos animais
FUJIMURA et al (1999), utilizando modelo de ratos conscientes com hiperatividade
detrusora induzida por injecdo de &cido ibutérico, testou a administragdo oral de agonista 3
adrenérgico FK-175 na dose de 10mg/kg e observou capacidade vesical significativamente
aumentada ,sem aumento na pressdo de miccdo ou limiar de pressdo. Da mesma forma a
cistometria em ratos apos administragdo intravenosa de CL316243, um outro agonista 3
adrenérgico, aumentou a capacidade vesical , sem aumento no volume residual (TAKEDA et
al,2000). No presente estudo, definimos outros parametros a serem estudados: a frequéncia de

miccao e as non voiding contractions.

Como Kullmann et al (2009) ja havia evidenciado que BRL 37344 (5mg/kg)
injetado por via intraperitoneal em ratos acordados ovariectomizados diminuia a freqliéncia de
miccdo em 40-70%, permitiu a utilizacdo desta via para coleta dos dados e confirmacdo dos

resultados no presente estudo.

WOODS et al (2001) demonstrou que o CL316243, um agonista beta 3 adrenérgico
inibia a contratilidade de células musculares lisas em tiras isoladas de detrusor de ratos

despolarizados

KAIDOH et al (2002) evidenciou que o CL316243 suprimia a hiperatividade
detrussora, sem aumento do residuo pds miccional e efeitos adversos cardiovasculares

significantes em ratos com infarto cerebral.
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IGAWA et al (2001) demonstrou o efeito relaxante dos agonistas beta
adrenérgicos em estudos in vitro de detrussor humano de pacientes com ou sem bexiga

neurogeénica.

Em 3 ensaios clinicos de Fase Il , a administracdo de Mirabegron (agonista beta 3
adrenergico) nas doses de 25, 50 e 100mg demonstrou eficacia significante no tratamento dos
sintomas de pacientes com bexiga hiperativa, incluindo freqtiéncia miccional, urge-

incontinéncia, e urgéncia(LUCAS et al,2012)

KHULLAR et al (2013) comprovou melhora semelhante do Mirabegron nos
episoddios de incontinéncia e freqliéncia de micgdo em pacientes com ou sem terapia
antimuscarinica prévia para bexiga hiperativa, a partir de uma anéalise post-hoc dos ensaios

clinicos de Fase 11l conduzidos na Europa e Australia.

Houve melhora significativa das non voiding contractions e da freqiiéncia de

miccdo com a associacdo de BRL 37344 e tadalafila em relacéo ao grupo LNAME isolado.

N&o ha estudos em modelo experimental ou clinicos de hiperatividade detrussora

analisando o efeito da associacéo destas duas drogas nos parametros urodindmicos.

No presente estudo ndo foi observado melhora dos parametros urodindmicos com a
associagdo de BRL 37344 e Tadalafil, em relagdo ao grupo com BRL 37344 ou grupo com
Tadalafil isolados. A hipotese inicial do estudo seria que a estimulacao da formacdo do AMPc
induzida pelo beta agonista teria um efeito aditivo na inibicdo da degradacdo do GMPc pela

tadalafila, o que supreendentemente ndo aconteceu neste estudo.

Recentemente, combinacfes de drogas para o tratamento de STUI/HPB tém sido
estabelecidas como padréo para um subtipo de pacientes. Esta estratégia tem sido usada na
pratica clinica apos a publicacdo dos estudos MTOPS e COMBAT, em que a combinacédo de
alfa bloqueadores e inibidores da 5 alfa redutase tornou-se a terapia padréo para homens com
risco de progressao clinica da HPB(MCCONNELL et al,2003;ROEHRBORN et al,2010).

Seguindo a mesma estratégia, a combinacdo de drogas pode ser benéfica para
homens com STUI misto. A terapia com alfa bloqueador e antimuscarinico poderia ser
utilizada para homens com STUI de armazenamento, apesar do tratamento com alfa
blogueador,ou como tratamento inicial para homens com STUI misto com sintomas
moderados a severos de armazenamento(OELKE et al,2013;FULLHASE et al,2013).
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Em estudo randomizado de fase Il a combinacdo de solifenacina e tamsulosina
mostrou-se mais eficaz em homens com sintomas moderados a Sseveros de
armazenamento.Aumento do residuo pos miccional ndo foi clinicamente relevante e ndo foi
acompanhado de incidéncia de retencédo urinaria aguda (VAN KERREBROECK et al,2013)

Em ratos com obstrucdo infravesical induzida por deficiéncia crénica de oxido
nitrico, a tadalafila ndo causou dano ao musculo detrusor e pareceu ter um efeito aditivo a
tansulosina ( REGADAS et al, 2014).

REGADAS et al (2013) pela primeira vez avaliou os efeitos urodindmicos no
tratamento de pacientes com STUI/HPB por 30 dias com tamsulosina 0,4 mg com ou sem
tadalafila 5mg. Foi o primeiro ensaio clinico baseado num estudo urodinamico a demonstrar
que a tadalafila reduzia a pressdo detrussora no fluxo maximo e melhorava os STUI sem

alterar significativamente o fluxo méaximo.

Em estudos em bexiga de porcos, a freqiiéncia da atividade fasica é diminuida
apos estimulo para a formacdo de AMPc por beta agonistas, e a degradacdo do AMPc
intracelular parece envolver primariamente a fosfodiesterase tipo 4. Portanto , um [-agonista
seletivo e um inibidor de fosfodiesterase seletivo parecem formar uma excelente combinacgéo
para o relaxamento do detrusor no futuro (YOSHIMURA N;CHANCELLOR MB,2007).

Utilizacdo de combinacGes de drogas parece ser uma tendéncia a fim de tratar de
forma mais ampla os pacientes com LUTS/HPB (OELKE et al,2013).

No presente trabalho, a principal limitacdo encontrada foi com o numero de
animais restrito pelo Comité de ética para obtencdo de uma estatistica confiavel, assim como
uma dose Unica de beta-adrenérgico , sempre obedecendo um modelo ético de manipulacéo e
sacrificio dos mesmos. Poderia ter sido mostrado diferengca com um maior nimero de

animais.

Os receptores beta 3 adrenérgicos localizados no urotélio parecem contribuir para
regulacdo da funcdo vesical, porém seu papel biolégico molecular ainda néo foi elucidado,
portanto estudos futuros avaliando sua funcdo no urotélio podem explicar mecanismos de

relaxamento e contracdo vesical envolvendo beta adrenérgico(OTSUKA et al, 2008).

Espera-se despertar interesse para novos estudos com esta combinacdo de drogas.

Estudos experimentais in vitro, com doses escalonadas sdo mais factiveis de serem realizados,
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a partir do pressuposto de poderem ser utilizados mais de um fragmento de bexiga por
camundongo, e assim mostrar diferenca com esta associacdo. Posteriormente estudos clinicos
in vitro, através da analise de fragmentos de bexiga ressecados em cirurgias prévias, podem
confirmar os achados. Com isso pode-se contribuir futuramente com uma abordagem mais

individualizada dos pacientes com bexiga hiperativa.
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6.CONCLUSOES

Tadalafil e BRL 37344 promoveram efeito relaxante do detrusor com melhora da

hiperatividade detrusora dos camundongos

N&o houve sinergismo do efeito relaxante do detrusor com a associacdo das drogas.
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