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RESUMO

A disfuncéo erétil e os sintomas miccionais por hiperplasia prostatica benigna (HPB) sdo
duas condicdes com elevada prevaléncia no homem, principalmente nas faixas etarias
mais elevadas. A partir da demonstracdo de mecanismos fisiopatoldgicos semelhantes,
diversos ensaios clinicos randomizados demonstraram a melhora dos sintomas miccionais
com a utilizacdo dos inibidores da fosfodiesterase do tipo 5 (IPDE5). Nesse estudo,
avaliamos parametros cistometricos de camundongos em modelo experimental de
hiperatividade detrusora secundaria a deplecéo crénica de NO pela administracdo de N“-
nitro-L-arginina metil ester hidrocrolido (L-NAME) em animais tratados com Sildenafil,
Vardenafil e Tadalafil. Foram utilizados 35 camundongos, divididos em 5 grupos de 6
animais e um grupo com 5 (diluente do Tadalafil- DTAD). Todos os animais foram
submetidos a tratamento pelo periodo de 4 semanas. Os grupos receberam agua e racédo
padrdo, sendo que um grupo ndo recebeu tratamento adicional (Controle). Os outros
grupos receberam tratamento com L-NAME isolado, L-NAME + Sildenafil, L-NAME +
Vardenafil, L-NAME + Tadalafil e L-NAME + DTAD. Apo6s o tratamento, 0s animais
foram anestesiados e submetidos a cistometria. Para a avaliacdo dos resultados,
utilizamos a andlise da variancia. O grupo tratado com Sildenafil teve menor nimero de
Non-Voiding Contractions (NVCs) (2,16+1,60) e menores Pressdo Basal (PB)
(21,64+4,63), Pressdo de Limiar (PL) (22,56+5,37) e Frequéncia de Miccdo (FM)
(1,23+0,26) comparado ao L-NAME. O grupo tratado com Vardenafil também
apresentou menor nimero de NVCs (2,66+2,06) e menores PB (21,87+5,86) e FM
(1,24+0,30) comparado ao L-NAME. O grupo tratado com Tadalafil apresentou menos
NVCs (3,16+1,47) e menores PB (20,61+5,50), PL (25,45+8,84) e FM (1,14+0,31) em
relacdo ao L-NAME. A solu¢cdo DTAD (goma xantana e manitol), utilizada para otimizar
a diluicdo do Tadalafil, teve como Unico parametro com diferenca significante em relacédo
ao L-NAME a FM (1,28+0,16). N&o houve diferenca significante entre 0s grupos
Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil em nenhum parametro avaliado. Os IPDE5 foram
eficazes em proteger os animais da acao deletéria vesical decorrente da deplecéo cronica
de NO pela administragdo de L-NAME. N&o houve superioridade de uma droga testada

em relacéo a outra.

Palavras-Chave: HPB, Disfuncéo Erétil, IPDES.



ABSTRACT

Erectile dysfunction and Lower Urinary Tract Symptoms (LUTS) secondary to Benign
Prostate Hyperplasia (BPH) are two conditions with high prevalence in men, especially
in older age groups. After demonstration of similar pathophysiological mechanisms,
several randomized controlled trials showed improvement in urinary symptoms with the
use of Phosphodyesterase 5 Inhibitors (PDE5-1). We studied Cystometric parameters of
mice in an experimental model of detrusor overactivity secondary to chronic depletion of
NO by administration of N“-nitro-L-arginine methil esther hidrocrolide (L -NAME) in
animals treated with Sildenafil, Tadalafil and Vardenafil. Thirty-five mice were divided
into 5 groups of 6 animals and one group of 5 (DTAD - Tadalafil diluent). All animals
were treated for a period of 4 weeks. The groups received standard food and water, and
one group received no further treatment (control). The other groups were treated with L-
NAME alone, L- NAME + Sildenafil, L- NAME + Vardenafil, L -NAME + Tadalafil and
L-NAME + DTAD. After treatment, the animals were anesthetized and cystometry was
performed. The analysis of variance was used for evaluation of results. The group treated
with sildenafil had fewer NVCs (2.16 + 1.60 ) and lower BP (21.64 +4.63), TP ( 22.56
+5.37)and MF (1.23+£0.26 ) compared to L -NAME . The group treated with Vardenafil
also showed fewer NVCs (2.66 £ 2.06) and lower BP (21.87 + 5.86) and MF (1.24 + 0.30)
compared to L -NAME. The group treated with Tadalafil had less NVCs (3.16 + 1.47)
and lower BP (20.61 + 5.50), TP (25.45 £ 8.84) and MF (1.14 + 0.31) relative to the L-
NAME. The DTAD solution (xanthan gum and mannitol), used to optimize the dilution
of Tadalafil, had only one parameter with significant difference compared to L -NAME,
the MF (1.28 £ 0.16). There was no significant difference between Sildenafil, Tadalafil
and Vardenafil groups in any parameter evaluated. The PDE5-Is were effective in
protecting animal bladder from deleterious effects caused by chronic depletion of NO by

administration of L -NAME. There was no superiority of any drug tested against another.

Keywords : BPH , Erectile Dysfunction , PDE5-I .
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1. Introducao

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) € o processo de hiperplasia dos tecidos
estromais e glandulares que ocorrem no tecido prostatico, levando ao aumento
mensuravel do 6rgdo com diversas conformagdes anatdmicas. E um processo frequente e
que tem prevaléncia estimada acima de 80% na populacdo masculina com mais de 80
anos de idade. HPB é um processo histologico, que pode ou ndo se associar ao aumento
prostatico, a obstrucdo infravesical e aos sintomas do trato urinario inferior (LUTS — do
inglés Lower Urinary Tract Simptoms) (ROEHRBORN, 2008).

A prevaléncia de LUTS secundarios a HPB é elevada em homens com idade de
média a avancada e pode resultar em importante prejuizo a qualidade de vida (GACCI,
2012). Embora o aumento benigno de prostata possa ser responsavel pelo inicio dos
sintomas em boa parte dos homens com mais de 40 anos, outras condigdes podem ter
igual sintomatologia, como polidria noturna, sindrome da bexiga hiperativa e estenose de
uretra. Por isso, ao tratar essa condicao, o urologista deve levar em consideracao todo o

trato urinario inferior e ndo se focar apenas na prdstata (OELKE et al, 2013).

O Escore Internacional de Sintomas Prostaticos (IPSS, do inglés International
Prostate Symptom Score) € a ferramenta mais aceita na literatura para avaliar a severidade
dos sintomas nesses pacientes. O questionario avalia a frequéncia de trés sintomas de
armazenamento (nocturia, frequéncia e urgéncia) e quatro de esvaziamento (jato fraco,
hesitacdo, sensacdo de esvaziamento incompleto e intermiténcia), além se uma pergunta
sobre qualidade de vida. Em cada item, é solicitado ao paciente que atribua uma
pontuacdo de 0 a 5. Quando ele € utilizado, os sintomas do paciente podem ser
classificados como leves (0 a 7), moderados (8-19) ou graves (20 a 35) (ABRAMS et al,
2009). A depender da severidade da doenca, pode-se utilizar o tratamento expectante, o
medicamentoso e o cirurgico. Para o tratamento medicamentoso, diversas drogas podem
ser utilizadas, como os alfa-blogueadores, os inibidores de 5-alfa-redutase e os
anticolinérgicos (OELKE et al, 2013).

Os alfa-bloqueadores sdo considerados a terapia de primeira linha para
LUTS/HPB e atuam na promocao do relaxamento da musculatura lisa e préstata. Cinco
drogas dessa classe sao utilizadas: alfuzosin, doxazosin, silodosin, tamsulosin e terazosin.
Em doses apropriadas, os alfa-bloqueadores tém eficacia semelhante, e resultam em
melhora do IPSS em 30-40%e o fluxo maximo (Qmax) em 20-25%, apesar de ndo
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interferir na historia natural da doenca. Seus principais efeitos adversos sao hipotensao

postural, tontura, astenia e ejaculagdo retrograda (OELKE et al, 2013).

Os inibidores de 5-alfa-redutase atuam bloqueando a conversédo de testosterona
em dihidrotestostestorena no estroma prostatico ao bloquear a enzima 5-a-redutase e
induzem apoptose das células epiteliais prostaticas. As drogas disponiveis sdo dutasterida
e finasterida. Os beneficios clinicos sdo observados apds um periodo minimo de 6-12
meses de tratamento. Em pacientes com LUTS/HPB, eles resultam em melhora do IPSS
em 15-30%, reducdo do volume prostatico em 18-28% e melhora do Qmax em 1,5-2ml/s.
Além disso, eles alteram a historia natural da doenca (OELKE et al, 2013). No estudo
MTOPS (Medical Therapy of Prostatic Symptoms), observou-se que a finasterida
associou-se a reducdo no risco de retencdo urinaria e necessidade de cirurgia em 68 e
64%, respectivamente (MCCONNELL et al, 2003). Os efeitos adversos mais importantes
sdo relacionados a funcdo sexual e incluem reducéo da libido e disfuncéo erétil (OELKE
et al, 2013).

A erecdo peniana é um evento neurovascular. A partir do estimulo sexual, ocorre
liberacdo de neutransmissores dos terminais neuronais cavernosos e substancias
vasoativas a partir de células endoteliais penianas, resultando em relaxamento das células
musculares lisas das artérias e arteriolas que suprem 0s corpos cavernosos e possibilitando
0 aumento do fluxo sanguineo para este tecido que resultard em erecdo (WOOD, 2000).

0 Oxido Nitrico (NO) é, provavelmente, o principal neurotransmissor envolvido
no processo de erecdo. A partir da liberacdo dos terminais nervosos nao-adrenérgicos,
ndo-colinérgicos e das células endoteliais, ele ativa a Guanilato Ciclase soltvel, o que
resulta no aumento da concentracdo intracelular de Guanosina de Monofosfato Ciclico
(GMPc). Como consequéncia, ha queda no calcio intracelular e relaxamento muscular.
No retorno ao estado flacido, o GMPc é hidrolisado pela Fosfodiesterase do Tipo 5
(PDEDS5) e retorna a forma GMP (LUE, 2000).

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcangar e manter
erecdo peniana suficiente para o intercurso sexual (NIH Consensus Development Panel
on Impotence, 1993). Ela pode resultar de uma alteracdo psicoldgica, hormonal,
neuroldgica, arterial, de uma disfuncdo no corpo cavernoso ou uma combinagdo destas.
Estima-se que a prevaléncia de DE seja de aproximadamente 20% na populacdo
masculina com mais de 20 anos de idade. (DEROGATIS e BURNETT, 2008). Os
principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa condi¢do s&o o aumento da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Derogatis%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18004994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burnett%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18004994
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idade, diabetes mellitus tipo 2, obesidade, doencas cardiovasculares, hipertensao,
dislipidemia, depresséo e HPB (SELVIN et al, 2007).

O tratamento de primeira linha para a DE é a farmacoterapia oral com 0s
linibidores da Fosfodiesterase do Tipo 5 (IPDE5). O tratamento de segunda linha é com
a utilizacdo de medicacdo injetavel intracavernosa e o de terceira linha é o tratamento
cirargico e consiste na implantagéo de prétese peniana (HATZIMOURATIDIS, 2014).

Os IPDE5 sdo drogas que blogueiam a degradacdo do GMPc pela PDES5,
resultando em aumento de sua concentracao intracelular e promovendo relaxamento das
células musculares lisas (HATZIMOURATIDIS K, HATZICHRISTOU D, 2007).
Inibidores da PDES sob demanda tem sido o tratamento de primeira linha para a disfuncéo
erétil no ultima década. Atualmente, trés IPDE5 s&o aprovados para o tratamento de DE
nos EUA: Sildenafil (Viagra®), Tadalafil (Cialis®) e Vardenafil (Levitra®) (WANG,
2010).

No individuo com LUTS por HPB, a disfuncdo erétil tem alta prevaléncia (GACCI
et al, 2011). H& estudo demonstrando haver maior prevaléncia de LUTS em pacientes
com DE (LUKACS et al, 1996), bem como outro que demonstra que o risco de
desenvolver DE é maior no paciente com distdrbio miccional (BRAUN et al, 2000).
Ambas condigdes aparentam se originar de fendmenos comuns decorrentes do processo
de envelhecimento e terem suas manifestacOes exacerbadas a partir de outras condic¢des
morbidas que atingem os individuos nessa faixa etaria, como sindrome metabdlica e
diabetes mellitus (MAZUR et al, 2012). Os principais mecanismos fisiopatolégicos que
estdo envolvidos tanto em DE como em LUTS estdo descritos a seguir:

1. Reducdo da atividade da via 6xido nitrico-guanosina de monofosfato
ciclico (NO-GMPc): O NO tem um efeito inibitério no tono das células
musculares lisas no trato urinério inferior e a sua delecdo pode estar
relacionada a LUTS (ANDERSSON et al, 2011). Na musculatura
detrusora, sua funcdo ainda ndo estd estabelecida, mas estudos
experimentais com inibi¢do da sintese de NO resultaram em aumento da
atividade vesical in vivo (PERSSON et al, 1992).

2. Aumento da atividade Rho-Kinase: O relaxamento prejudicado da
musculatura lisa em bexiga, colo vesical, prostata, uretra e pénis, com
consequente obstrucdo infra-vesical e erecdo prejudicada, tem sido

atribuidos, em parte, ao aumento da atividade do complexo Rho-Kinase,
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que promove a contracdo muscular ao modular a atividade da enzima
miosina fosfatase (MORELLI et al, 2009).

3. Hiperatividade do sistema nervoso auténomo: A hiperatividade
simpatica pode elevar o tono da musculatura lisa em préstata e colo vesical
e, dessa maneira, ser mais um fator a contribuir com a obtrucéo infra-
vesical em pacientes com HPB. Estudos experimentais demonstraram que
0 aumento das catecolaminas circulantes diminui a taxa de apoptose em
células prostaticas de ratos (MARINESE et al, 2003). Além disso, estudos
epidemioldgicos demonstram uma associacdo entre HPB e fatores
relacionados a hiperatividade do sistema nervoso autbnomo, como
hipertensdo, hiperinsulinemia e obesidade (MEIGS et al, 2001;
HAMMARSTEN; HOGSTEDT. 1999).

4. Aterosclerose e isquemia do trato urinario inferior: Existe uma forte
associacédo entre HPB, STUI e fatores de risco para aterosclerose, como
hipertensdo, diabetes e doenca cardiaca (MEIGS et al, 2001). A
aterosclerose ¢é fortemente associada a DE (MONTORSI et al, 2006), e ja
foi demonstrado associacdo entre hipoperfusdo de préstata e bexiga com
LUTS em homens (BERGER et al, 2005).

SAIRAM et al, (2002) sugeriram pela primeira vez que os IPDE5 poderiam
melhorar os sintomas miccionais em homens que procuravam atendimento ambulatorial
para disfuncao erétil. Em 2006, outro estudo confirmou esta evidéncia em uma populacao
de homens com DE e LUTS de moderado a grave (MULHALL et al, 2006). Em um
estudo em homens com HPB duplo-cego, randomizado, placebo-controlado, MCVARY
et al (2007), em suas conclusdes, estabeleceram o papel emergente dos IPDE5S como uma
terapéutica efetiva e bem tolerada para os pacientes com LUTS. Mais recentemente,
REGADAS et al (2013) avaliaram o beneficio do IPDE5 Tadalafil associado ao a-
bloqueador Tamsulosin € mostrou que a associa¢do era melhor do que o a-bloqueador
isolado no tratamento de pacientes com HPB. Além desses, diversos estudos clinicos,
incluindo revisdes sistematicas e metanalises, foram realizados com intengédo de avaliar
0 papel dos IPDE5 em HPB/LUTS.

A via de sinalizagdo Oxido Nitrico (NO) — GMPc tem importante papel no trato

urinario inferior. Sua ativacdo resulta em efeitos inibitérios na musculatura detrusora e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19473460
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uretra (BENNETT et al, 1995). Ha evidéncia cientifica de que um prejuizo nessa via de
sinalizac&o resulta em hiperatividade detrusora (ANDERSSON, K; ARNER,A, 2004). A
administracao cronica de N“-nitro-L-arginina metil ester hidrocrolido (L-NAME) resulta
em deplecdo de NO, que em nivel vesical causa hiperatividade detrusora e em nivel de
uretra resulta em aumento da resisténcia ao fluxo urinario (MONICA et al, 2008). Por
conta disso, esse € um modelo experimental de obstrugdo infra-vesical.

Sabe-se que ndo existe diferenca, em termos de eficicia terapéutica, entre os
IPDES Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil no tratamento de DE (SMITH et al, 2013). Néo
ha estudo comparando a eficacia dessas trés drogas em LUTS/HPB. Baseado nisso, foi
testada a acdo de Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil em pardmetros cistométricos de
camundongos machos com deficiéncia cronica de NO induzida pelo L-NAME e foi

realizada a comparacéo de seus efeitos.
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2. Objetivos

Avaliar se a administragdo cronica dos IPDE5 Sildenafil, Tadalafil e
Vardenafil melhora os pardmetros cistométricos de camundongos com deplecao
cronica de NO.

Promover a comparacdo entre os IPDE5 e avaliar se ha diferenca entre

parametros analisados.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Aspectos Eticos: O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceara (protocolo 17/2013).
3.2.Animais: Foram utilizados 35 camundongos machos da raca Mus Musculus,

com peso entre 40-50g, distribuidos da seguinte maneira:

e Grupo Controle: 6 camundongos alimentados com racdo padrdo e 4gua potavel
por 30 dias.

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

e Grupo Sildenafil: 6 camundongos alimentados com ragéo padréo e L-NAME
diluido na agua de beber (60mg/kg) por 30 dias com administracdo diaria de
Sildenafil (40mg/Kg/dia) por dieta orogastrica.

e Grupo Vardenafil: 6 camundongos alimentados com racéo padrao e L-NAME
diluido na agua de beber (60mg/kg) por 30 dias com administracdo de
Vardenafil (10mg/Kg) por dieta orogastrica.

e Grupo Tadalafil: : 6 camundongos alimentados com racao padrédo e L-NAME
diluido na &gua de beber (60mg/kg) por 30 dias com administracdo de
Tadalafil (4mg/Kg) por dieta orogastrica.

e Grupo DTAD (goma Xantana e Manitol): 6 camundongos alimentados com
racao padrdo e L-NAME diluido na 4gua de beber (60mg/kg) por 30 dias com
administracao diaria de 0,4mL da solucdo por dieta orogastrica. Esse grupo foi
criado pelo fato de ndo conseguirmos solucdo homogénea com a diluicdo do
Tadalafil em salina. Com a diluigdo do Tadalafil nessa solugdo, foi criado um

novo grupo para avaliar possiveis interferéncias dela no resultado final.

A dosagem de Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil seguiu a de estudos bem
desenhados descritos na literatura (MORELLI et al, 2009; BALARINI et al, 2013;
GULATI et al, 2013).

3.3 Método Experimental: Todos os animais foram submetidos a cistometria ao
final do experimento. Para a cistometria, 0s animais foram anestesiados com

Uretana (1,2mg/Kg) e submetidos a laparotomia para exposicdo da bexiga e
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puncdo com butterfly 19G, que era conectado a uma bomba de infusdo com salina
e a um transdutor de presséo (Figura 1).

Apo6s puncdo, a bexiga era esvaziada, e apds um periodo de 30 minutos para
equilibrio da musculatura detrusora, iniciava-se a infusdo de salina (4ml/h) e o
registro da pressdo vesical (Power Lab v.5.0 System - ADInstruments, Australia)
por 40 minutos (Figura 2). Apds esse periodo, os animais eram sacrificados.

Para avaliagdo da cistometria, utilizamos os seguintes parametros:

e Non-voiding contraction (NVC): nimero de contragdes detrusoras que nao
resultaram em miccdo antes da primeira eliminacdo de urina.

e Presséo de Limiar (PL): pressdo detrusora imediatamente antes do primeiro
ciclo de miccéo.

e Pressdo Basal (PB): Durante a cistometria, a linha de base da pressao detrusora
antes das contraces relacionadas aos ciclos de miccgéo.

e Frequéncia de miccao (FM): O numero de ciclos de miccdo observados no
estudo dividido pelo tempo.

e Limiar de Volume (LV): Volume infundido antes da primeira miccao.

A metodologia e os parametros utilizados na avaliacdo seguiram modelos ja
descritos na literatura (ANDERSSON et al, 2011).

3.4. Analise Estatistica: Para a andlise estatistica, foi utilizado o teste de
Kolgomorov-Smirnov (KS) para avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados
de cada grupo. Entre os grupos, foi utilizada a analise da variancia (ANOVA) com
0 teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica foi de 5% (p<0,05) e o
software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad Software, San

Diego, California, EUA, 2007) foi utilizado para analise dos dados.
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Figura 1: llustracdo de dois camundongos anestesiados sendo submetidos a cistometria.

Fonte: Autoria prépria
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4, Resultados

4.1 Normalidade

Todos os grupos utilizados na analise passaram no teste KS.

4.2 Frequéncia de Miccgéo

O grupo L-NAME (1,75%0,13) apresentou diferenca significante em relagéo aos
grupos Sildenafil (1,23+0,26), Vardenafil (1,24+0,30), Tadalafil (1,14+0,31), Controle
(1,32+0,15) e DTAD (1,28+0,16). N&do houve diferenca entre Sildanafil, VVardenafil e
Tadalafil.

Grafico 1. Frequéncia de Mic¢cdo (MédiatDP).
#: diferenca significativa em relagcdo ao L-NAME.
##: diferenca significativa em relagcdo ao Controle.

FREQUENCIA DE MICCAO

DTAD —— #
Tadalafil ——
Vardenafil - s s, [
Sildenafil —r— 7
L-NAME A = ##
Controle - ——i
1 L I I 1
o % o % Q %
Q- Q- NG N Vv Vv

Ciclos de miccdo/minuto

O grupo L-NAME apresentou maior freqéncia de
miccdo do que todos os outros grupos. Os IPDES
Sildenafil, Tadalafil e Vardenafil tiveram menor FM
em relagcdo ao L-NAME, sem apresentar diferenca
entre si.
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4.2 Presséo de Limiar

O grupo L-NAME (42,63£10,35) apresentou diferenca significante em relacdo
aos grupos Sildenafil (22,56+5,37), Tadalafil (25,45+8,84) e Controle (28,04+2,77). Nao
houve diferenca significante em relagdo ao L-NAME nos grupos Vardenafil (30,39+7,89)
e DTAD (38,08+3,84). Ndo houve diferenca entre Sildanafil, VVardenafil e Tadalafil.

Gréafico 2: Pressdo de Limiar (MédiatDP).
#: diferenca significativa em relagcdo ao L-NAME.
#+#: diferenca significativa em relacdao ao Controle.
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Observa-se que Tadalafil e Sildenafil tiveram menor

PL em relacdo ao L-NAME. Apesar de o Vardenafil ndo
apresentar diferenca significativa em relacdo ao L-NAME,
nédo foi observada diferencga estatistica em relacédo a
Sildenafil e Tadalafil.
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4.3 Presséo Basal

O grupo L-NAME (31,45+3,68) apresentou diferenca significante em relacdo aos
grupos Controle (21,01+5,01), Sildenafil (21,64+4,63), Vardenafil (21,70+5,86) e
Tadalafil (20,61+5,50). N&o houve diferenca em relacdo ao grupo DTAD (31,27+1,75).
Né&o houve diferenca entre Sildanafil, Vardenafil e Tadalafil.

Grafico 3: Pressdo Basal (MédiatDP).
#: diferenca significativa em relacdo ao L-NAME.
##: diferencga significativa em relagdo ao Controle.
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Observa-se que Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil
reduziram a Pressdo Basal de maneira significativa
em relacdo ao L-NAME, sem apresentar diferenca
entre si.
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4.4 Non Voiding Contractions

O grupo L-NAME apresentou o maior numero de NVCs (7,16+3,54),
apresentando diferenca significante em relacéo a todos os outros grupos, com excecao do
DTAD (5,60+1,81). Os grupos Sildenafil (2,16+1,60), Vardenafil (2,66+2,06) e Tadalafil
(3,16+1,47) ndo apresentaram diferenca entre si. O resultado do grupo controle foi
3,16+1,6.

Grafico 4: Non-Voiding Contractions (MédiaxzDP).
#: diferenca significativa em relacdo ao L-NAME.
##:. diferenca significativa em relagdo ao Controle.

NVCs
DTAD - —
Tadalafil ——] 4
Sildenafila=] ——— #
Vardenafila= I—————re—)
L-NAME - ; = i ##
Controle T
T T 1
Q () ,\/Q ,y‘o

Non-Voiding Contractions

Nesse grafico, observa-se que o L-NAME aumentou o
nimero de NVCs em relacdo a todos os grupos, com
excecdo do DTAD. Sildenafil, Tadalafil e Vardenafil
tiveram menos NVC em relacdo ao L-NAME, mas sem
diferenca entre si.
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Os grupos Controle (0,48+0,28), L-NAME (0,39+0,14), Sildenafil (0,49+0,36),
Vardenafil (0,37+0,14), Tadalafil (0,46+£0,20) e DTAD (0,42+0,18) ndo apresentaram

diferenca significante entre si.

Grafico 5: Limiar de Volume (MédiatDP).

LIMIAR DE VOLUME

1.09
0.8 A
0.6

ol T

0.2 1
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Nesse grafico, observa-se que apesar de menores
médias nos grupos L-NAME e Vardenafil, ndo foi

observada diferenca estatistica.
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Tabela 1: MédiaxzDP dos quatro grupos experimentais avaliados nos parametros NVC, PL, PB, FM e LV. O

valor de p foi obtido pela analise de variancia (ANOVA).

*. diferenca significativa em relacdo ao L-NAME.

" valores estatisticamente significantes.

CONTROLE L-NAME SILDENAFIL VARDENAFIL TADALAFIL DTAD P
NVC | 3,16+1,60 7,16+3,64 2,16+1,60" 2,66+2,06' 3,16+1,47" 5,60+1,81 P<0,051
PL 28,042,777 42,63+10,35 22,56+5,37" 30,39+7,89 25,45+8,84' 38,08+3,84 P<0,001*
PB 21,01+5,01 31,45+3,68  21,64+4,63' 21,70+5,86' 20,61+5,50' 31,27+1,75 P<0,001*
FM 1,32+0,15 1,75+0,13 1,23+0,26' 1,24+0,30' 1,14+0,31' 1,28+0,16'  P<0,05"
LV 0,48+0,28 0,39+0,14 0,49+0,36 0,37+0,14 0,46+0,20 0,42+0,18 P=0,93

29
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5. Discussao

Nesse estudo, foi realizado um tratamento de 4 semanas com L-NAME
(60mg/Kg/dia) em trés grupos de 6 camundongos. No grupo em que foi administrado o
L-NAME isolado, foi observado aumento de NVC, PB, PL e FM, o que indica que 0s
animais desenvolveram hiperatividade detrusora pela deple¢do de NO no trato urinario
inferior.

Em estudo anterior, foi demonstrado que o tratamento de animais durante 4
semanas com L-NAME resulta em aumento da sensibilidade da musculatura detrusora a
agonistas muscarinicos via aumento de [*H]- fosfato de inositol e diminuicdo do
relaxamento detrusor mediado por bs-adrenoceptor, levando a hiperatividade detrusora
(MONICA et al, 2008).

A administracdo de Sildenafil durante 4 semanas na dose de 40mg/Kg/dia,
administrado por dieta orogastrica, em camundongos recebendo em concomiténcia L-
NAME, resultou em melhora significativa dos parametros de NVC, PB, PL e FM em
relacdo ao grupo que recebeu o L-NAME isolado.

Em estudo anterior, o tratamento de camundongos com obstrucéo parcial de uretra
(modelo experimental de obstrucdo infra-vesical) com sildenafil por 6 semanas preveniu
0 aumento de hiperatividade detrusora e 0 aumento da deposic¢édo de colageno e hipertrofia
detrusora (BEAMON et al, 2008). REGES et al (2013) demonstraram que a
administracdo aguda de Sildenafil resultou em diminuic¢do do ndmero de ciclos
miccionais em ratos com deficiéncia cronica de NO.

FULLHASE et al (2013) demonstraram a presenca de PDE5 em varias regides da
medula lombossacra, inclusive nas regides sacrais do controle miccional. Foi realizada
administracdo intravenosa e intratecal de Sildenafil e, nos camundongos com obstrugéo
uretral parcial/hiperatividade detrusora, houve diminuigdo dos ciclos de micgédo e da
pressdo vesical. Os autores concluiram que, a0 menos em parte, a atuagdo do Sildenafil
se deu por meio da medula sacral.

O Sulfeto de Hidrogénio (H2S) € um transmissor descoberto recentemente que tem
propriedades miorrelaxantes e atua na fisiologia da erecdo (DI VILLA BIANCA et al,
2009; GUO et al, 2012). Foi demonstrado que ele é um inibidor endogeno da PDE e que
sua acdo resulta em aumento de GMPc e AMPc (BUCCI et al, 2004). Em estudo in vitro

utilizando tiras de bexiga de pacientes com HPB submetidos a prostatectomia aberta foi
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demonstrado que o Sildenafil exerceu efeito relaxante utilizando a via de sinalizagio do
H.S (FUSCO et al, 2012).

Nesse estudo, ficou demonstrado que o Sildenafil utilizado cronicamente foi capaz
de prevenir os efeitos deletérios da deplecdo de NO causada pela administracdo
concomitante de L-NAME em nivel vesical. A presenca de PDE5 na bexiga, uretra, vasos
sanguineos e nervos sacrais sugere que a droga exerce sua acao em todos esses 0rgaos,
embora ndo se saiba exatamente qual a contribuicdo proporcional real de cada um.

Além disso, o Sildenafil também mostrou efeito inibidor na PDES5, em nivel
vesical, através de uma diferente via, a do H.S. A verdadeira contribuicao fisiopatoldgica
dessa via ainda deve ser definida, mas o fato de o Sildenafil exercer efeito através dela
pode significar opc¢des terapéuticas adicionais no futuro.

O Vardenafil, administrado por dieta orogastrica durante 4 semanas na dose de
10mg/Kg/dia em camundongos recebendo em concomitancia L-NAME, resultou em
melhora significativa dos parametros de NVC e FM em relacdo ao grupo que recebeu o
L-NAME isolado.

Em estudo anterior, o Vardenafil se mostrou capaz de relaxar tiras de prostata,
bexiga e uretra (banho de 6rgédo), de reduzir atividade proliferativa de células estromais
intraprostaticas e reduzir o namero de NVC em modelo de obstrucdo infra-vesical
(administracdo aguda) (TINEL et al, 2006).

Em outro estudo, a administracdo de Vardenafil resultou na melhora de
parametros urodinamicos em ratos SHR (Spontaneous Hipertensive Rats — ratos
modificados geneticamente que tendem a ter hiperatividade detrusora) e, in vitro, a droga
se mostrou capaz de inibir a sinalizacdo da via RhoA/Rho-kinase (MORELLI et al, 2009).

A administracdo crénica de Vardenafil também demonstrou proteger a bexiga de
ratos de disfuncgdo contratil em modelo de Obstrucéo infra-vesical e estimulagéo das tiras
dos 6rgéo utilizando carbacol (MATSUMOTO et al, 2008).

Os resultados apresentados em nosso estudo coincidem com o que ja foi
apresentado na literatura. O Vardenafil tem acdo na via NO/GMPc no trato urinério
inferior (bexiga, uretra, prostata), bem como no vasos e provavelmente nos nervos
pélvicos, ja que foi demonstrada a presenca de PDES em todas essas estruturas. O fato de
ter acdo demonstrada na via RhoA/Rho-kinase é outro fator importante, ja que essa é uma
via envolvida tanto na génese de LUTS como de disfuncéo erétil.

No homem, a génese dos sintomas miccionais frequentemente tem associacéo

com a hiperplasia prostatica benigna e o fato de o Vardenafil ter comprovada atividade
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antiproliferativa na prdstata é mais um argumento forte para a utilizacdo dessa medicagéo
nessa populacdo de pacientes, mesmo nos que ndo apresentam disfuncao erétil.

O Tadalafil, administrado por dieta orogastrica durante 4 semanas na dose de
4mg/Kg/dia em camundongos recebendo em concomitancia L-NAME, resultou em
melhora significativa dos parametros de NVVC, PL e FM em relacéo ao grupo que recebeu
0 L-NAME isolado.

MORELLI et al (2011) demonstraram que a administracdo de Tadalafil melhorou
a oxigenacdo tecidual prostatica em ratos espontaneamente hipertensivos, sugerindo um
possivel mecanismo para o beneficio dessa droga em LUTS.

MINAGAWA et al (2012) demonstraram que a administragdo sistémica de
Tadalafil em ratos reduziu as atividades aferentes mecanossensitivas das fibras Ad e C a
partir da distensdo vesical, bem como demonstrou efeito inibitério do tadalafil em ambas
as fibras na ativagdo induzida por instilacdo intravesical de Acroleina.

NOMYIA et al (2013) realizaram um estudo com modelo experimental de leséo
crbnica isquémica vesical a partir da lesdo induzida nas artérias iliacas de ratos. A
administracdo de Tadalafil resultou em aumento do intervalo de mic¢do, capacidade
vesical e volume urinado em relacdo ao grupo que teve leséo arterial e ndo fez uso da
droga. Demonstrando que o Tadalafil protege a bexiga de modificacdes deletérias por
isquemia cronica.

Morelli et al, utilizando modelo experimental de sindrome metabdlica em coelhos,
demonstrou que a administracdo de tadalafil resultou em diminuicdo da expresséo
prostatica de varios genes relacionados a alteracBes prostaticas na Sindrome Metabdlica,
como os relacionados a inflamacdo, infiltracdo leucocitaria e ativacdo de
fibrose/miofibroblastos (MORELLI et al, 2013).

Maciejewski et al realizaram estudo com modelo de obstrucdo infra-vesical
parcial induzida cirurgicamente em ratos e realizou analise morfoldgica e funcional apos
16 semanas. No estudo, foi demonstrado que tanto Tadalafil como Oxibutinina, apesar de
mecanismos de acdo diferentes, protegeram a bexiga de a¢Ges deletérias pela obstrucéo.
O Tadalafil, além disso, aparentemente demonstrou um efeito antifibrético
(MACIEJEWSKI et al, 2013).

Em estudo experimental utilizando Tadalafil associado a Tansulosina, foi
observado que a associacdo melhorou os pardmetros cistométricos de ratos em modelo
utilizando L-NAME (REGADAS, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Minagawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22591258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22996758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maciejewski%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24277154
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No presente estudo, demonstra-se que a administracdo de Tadalafil protege a
bexiga de camundongos da acao deletéria secundaria a deplecéo crénica de NO. Somado
aos outros estudos citados, temos ainda mais evidéncias para 0 uso do medicamento em
pacientes com LUTS, ja que sua acao esta comprovada em nivel prostatico (pela melhora
dos pardmetros inflamatdrios) e em nivel vesical, onde se tem bons resultados com
modelos de isquemia, de obstrucdo infra-vesical e de deplecdo de NO tanto em estudos
funcionais como morfologicos. O fato de a solucdo de diluicdo do Tadalafil também
reduzir a frequéncia de mic¢do dos camundongos ndo nos permite concluir, com esses
resultados, que o Tadalafil melhore esse parametro. Mas a droga melhorou os outros
pardmetros cistométricos, e ao se avaliar estudos anteriores, onde foi observado que o
tadalafil diminuiu a frequéncia de miccdo (REGADAS et al, 2012), podemos concluir
seguramente que ela é benéfica em situacbes de instabilidade vesical (obstrucdo infra-
vesical, isquemia, deplecdo de NO, etc.).

No presente estudo, Sildenafil, Vardenafil e Tadalafil foram capazes de proteger
os camundongos da acdo deletéria vesical decorrente da deplecdo de Oxido Nitrico. As
drogas promoveram relaxamento da musculatura detrusora (melhora nos parametros
NVC e FM) e relaxamento uretral (melhora nos parametros PL e PB). Em nenhum
parametro houve uma diferenca significativa entre as trés drogas. Apesar de estudo
anterior (TINEL et al, 2006) demonstrar a atividade in vitro do Vardenafil superior ao
Sildenafil e Tadalafil, isso ndo foi observado em nosso estudo in vivo.

A principal limitacdo do trabalho € o nimero de animais, que acaba sendo um
problema comum a todos os estudos in vivo, onde, por motivos éticos, deve-se limitar a
amostragem ao minimo necessario para uma estatistica confiavel, ja que 0s experimentos
guase sempre terminam com o sacrificio do animal.

Esse estudo oferece ainda mais subsidios para a utilizacdo dos IPDE5 em
disfungdes miccionais e contribui ainda mais com fundamentacao tedrica para o teste dos
diferentes IPDE5 tanto em HPB (até 0 momento, apenas o Tadalafil tem essa indicagéo
em bula) como em disfunc¢des miccionais diversas, como bexiga neurogénica e sindrome

da bexiga hiperativa.
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6. Conclustes

Sildanafil, Vardenafil e Tadalafil protegeram os animais das acdes deletérias
resultantes da deplecdo de NO no trato urinario Inferior.
Né&o houve superioridade de uma droga em relagéo a outra.
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