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Administracao de BAY 41-2272 previne disfungéo vesical em

ratos deficientes de oxido nitrico
Administration of BAY 41-2272 prevents bladder dysfunction in nitric-oxide deficient rats

Carlos Arturo Levi D’Ancona!, Fabiola Zakia Taufic Moénica?, Ricardo Reges?, David Cohen*, Fabio Henrique da Silva’,
Gilberto De Nucci®, Edson Antunes’

RESUMO

Objetivo: avaliar os efeitos protetores do BAY 41-2272, um ativador
solivel da guanilato ciclase, sobre alteragdo dos pardmetros
citométricos em ratos deficientes de oxido nitrico (NO). Métodos: os
ratos foram divididos nos seguintes grupos: (a) controle; (b) DMSO
(c) L-NAME; (d) BAY 41-2272 isolado; (e) L-NAME + BAY 41-2272.
0 blogueador da NO-sintase L-NAME (20 mg/rato/dia) foi ministrado
na agua de beber, concomitantemente ou ndo com o BAY 41-2272
(10 mg/kg/dia, ministrado por gavagem). Resultados: o tratamento
cronico com L-NAME aumentou de forma acentuada a pressao arterial
média, e o co-tratamento com BAY 41-2272 quase reverteu o aumento
na pressao arterial média induzido por L-NAME. Contragdes nao
esvaziadoras da bexiga mostraram-se significativamente aumentadas
no grupo L-NAME (0,90 = 0,1 nGmero/minuto) comparadas com
DMSO ou grupo controle (0,49 = 0,1 nimero/minuto), que foram
evitadas pelo co-tratamento com BAY 41-2272 (0,56 = 0,25 nimero/
minuto; p < 0,05). O limiar e o pico de pressao aumentaram em 70
e 44%, respectivamente, apos o tratamento cronico com L-NAME,
enquanto o co-tratamento com BAY 41-2272 atenuou muito ambos
os efeitos (27 e 22% de aumento, respectivamente). A frequéncia de
ciclos de micgao diminuiu em 50% nos ratos tratados com L-NAME em
comparagao aos animais controle; o cotratamento com BAY 41-2272
normalizou esse parametro. Conclusées: nossos dados mostram que
a administragao oral a longo prazo de BAY 41-2272 contrapde-se a
disfuncéo de bexiga vista em ratos deficientes de NO, o que sugere
que a restauragao da via da NO-cGMP por esse composto pode ter
valor benéfico para tratar sintomas vesicais.

Descritores: Guanilato ciclase; Oxido nitrico; Bexiga urinaria
hiperativa; Ratos

ABSTRACT

Objective: to evaluate the protective effects of BAY 41-2272, a
soluble guanylate cyclase activator, on changes in cystometric
parameters in rats deficient in nitric oxide (NO). Methods: Rats
were divided into the following groups: (a) control; (b) DMSO; (c)
L-NAME; (d) BAY 41-2272 alone; (e) L-NAME + BAY 41-2272. The
NO synthase blocker L-NAME (20 mg/rat/day) was given in drinking
water concomitantly or not with BAY 41-2272 (10 mg/kg/day, given
by gavage). Results: Chronic L-NAME treatment markedly increased
the mean arterial blood pressure, and co-treatment with BAY 41-
2272 nearly reversed L-NAME-induced rise on mean arterial blood
pressure. Non-void contractions were significantly increased in
L-NAME group (0.90 = 0.1 number/minute) compared with either
DMSO or control group (0.49 = 0.1 number/minute), which were
prevented by co-treatment with BAY 41-2272 (0.56 = 025 number/
minute; p < 0.05). The threshold and peak pressure increased by
70 and 44%, respectively, after chronic L-NAME treatment, while
co-treatment with BAY 41-2272 largely attenuated both effects (27
and 22% increase, respectively). The frequency of micturition cycles
decreased by about of 50% in L-NAME-treated rats compared with
control animals, and co-treatment with BAY 41-2272 normalized
this parameter. Conclusions: Our data show that long-term oral
administration of BAY 41-2272 counteracts the bladder dysfunction
seen in NO-deficient rats, indicating that restoration of the NO-cGMP
pathway by this compound may be of beneficial value to treat bladder
symptoms.

Keywords: Guanylate cyclase; Nitric oxide; Urinary bladder,
overactive; Rats
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INTRODUCAO

As vias neurais que controlam a funcao do trato urina-
rio inferior sdo organizadas como simples circuitos liga-
desliga, que mantém uma relagao reciproca entre a be-
xiga urindria e o meato uretral. As medidas da pressao
intravesical durante o enchimento vesical em humanos
e animais revelaram pressoes vesicais baixas e relativa-
mente constantes quando o volume urinario era inferior
ao limiar para induzir a mic¢ao. Durante o enchimento
vesical, a atividade do esfincter uretral aumenta e, por-
tanto, eleva a resisténcia a saida que contribui para a
manutencdo da continéncia urinaria®.

A via de sinalizacao 6xido nitrico (NO)-cGMP de-
sempenha um papel crucial na regulacao de varios pro-
cessos fisiopatoldgicos em mamiferos. No trato urina-
rio inferior, a atividade da NO sintase foi detectada no
urotélio, musculo liso, muasculo estriado, nervos e vasos
sanguineos®®. A ativacdo da via de sinalizacdo NO-
c¢GMP em geral resulta em respostas inibidoras ao nivel
da uretra e esfincter uretral, assim como do miusculo
liso detrusor (MLD)®9. Algumas evidéncias sugerem
que a alteracdo da via de sinalizacio NO-cGMP con-
tribui para a hiperatividade vesical®. Bexigas dilatadas
hipertrdficas e meatos uretrais disfuncionais foram en-
contrados em camundongos com delecao dirigida do
gene para a NO sintase neuronal”. A delecao do gene
para a proteina quinase I dependente de cGMP (cGKI)
também exibiu um padrao de micc¢ao irregular e carac-
terizado por frequentes contragdes esvaziadoras e nao
esvaziadoras, assim como intervalos mais curtos entre
as contragdes®. Recentemente, demonstramos que o
tratamento durante quatro semanas com o bloqueador
da NO sintase L-NAME causa hipersensibilidade do
MLD in vitro aos agonistas muscarinicos por meio de
aumentos nos niveis de [*H]-inositol-fosfato, acompa-
nhada por reducdes do relaxamento do MLLD mediadas
por receptor B, adrenérgico®.

A guanilil ciclase solivel (sGC) é uma enzima de
transducao do sinal amplamente distribuida que, sob a
ativacao pelo 6xido nitrico (NO), converte GTP no se-
gundo mensageiro cGMP, o qual exerce seu efeito ati-
vando as proteinas quinase I e II dependentes de cGMP,
canais ionicos controlados por cGMP e/ou fosfodieste-
rases reguladas por cGMP. Os ativadores da sGC nao
dependentes do NO surgiram como ferramentas valiosas
para elucidar a fisiopatologia da via de sinalizacdo NO-
sGC—cGMP. BAY 41-2272, conhecido como potente es-
timulador da sGC nao dependente de NO"Y, causa rela-
xamento de varios musculos lisos vasculares in vitro!19,
Esse composto também previne a hipertensao arterial
em ratos espontaneamente hipertensos'?), assim como o
infarto do miocardio e hipertrofia de cardiomidcitos em
ratos sob bloqueio cronico do NOU4. Nas preparacoes
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uretrais em porcos e coelhos in vitro, o composto YC-1
(relatado como potente estimulador da sGC nao depen-
dente de NO) e o composto BAY 41-2272 causam re-
laxamentos dependentes da concentragao>!9, Recente-
mente, BAY 41-2272 demonstrou relaxar o MLD in vitro
de modo significativo devido ao acimulo de cGMP, e um
mecanismo adicional envolvendo o bloqueio da entrada
de Ca** independentemente da producao de cGMP tam-
bém foi relatado"”. Entretanto, ndo ha estudos que in-
vestiguem os possiveis efeitos benéficos de BAY 41-2272
em condicoes de disfun¢ao vesical. Portanto, neste estu-
do, projetamos experimentos para avaliar inicialmente
os efeitos do tratamento cronico com o bloqueador da
NO sintase, o L-NAME, nos parametros cistométricos
e, em segundo lugar, os efeitos benéficos do tratamento
oral em longo prazo com BAY 41-2272 na disfuncéo ve-
sical de ratos cronicamente deficientes de NO.

METODOS

Animais

Os protocolos experimentais foram aprovados pe-
los Principios Eticos em Pesquisa Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Fo-
ram usados ratos machos Wistar (220 - 310 g). O peso
corporal e a pressdo arterial sistOlica foram avaliados
semanalmente durante quatro semanas com o uso de
método modificado do manguito na cauda, em animais
conscientes.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos experi-
mentais (n = 5 cada), como se segue:

(1) Controle: ratos que receberam apenas dgua da
torneira durante quatro semanas;

(2) 80% DMSO: ratos que receberam gavagem
oral diaria com sulféxido de dimetila a 80% (DMSO)
durante quatro semanas;

(3) L-NAME: ratos que receberam L-NAME (20
mg/rato/dia, administrado na dgua de beber mais gava-
gem oral diaria de DMSO 80% durante quatro sema-
nas);

(4) L-NAME + BAY 41-2272: ratos que recebe-
ram concomitantemente L-NAME (20 mg/rato/dia, ad-
ministrado na dgua de beber) e BAY 41-2272 (10 mg/
kg/dia, dissolvido em DMSO 80% e administrado por
gavagem oral didria) durante 4 semanas;

(5) BAY 41-2272: ratos que receberam BAY 41-
2271 isoladamente (10 mg/kg/dia dissolvido em DMSO
80%, administrado por gavagem oral diaria) durante 4
semanas.
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O volume de agua bebido por cada rato foi de, apro-
ximadamente, 50 ml/rato/dia. As doses de L-NAME e
BAY 41-2272 foram escolhidas de acordo com nossos
estudos préviost*19),

Cistometria em ratos anestesiados

Os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal
de uretano (1,2 g/kg) e a artéria cardtida foi canalizada
para monitoramento da pressao arterial média. Foi rea-
lizada uma incisao de 1 cm ao longo da linha média do
abdome. A bexiga foi exposta e uma agulha tipo butter-
fly (19 G) foi inserida na capula vesical e conectada a um
transdutor de pressao e a uma bomba de infusao. Antes de
iniciar a cistometria, a bexiga foi esvaziada. A cistometria
continua (CMGs) foi realizada com a infusao de solucao
salina na bexiga dos ratos a uma velocidade de 4 ml/hr. Fo-
ram avaliados os seguintes pardmetros: limiar de pressao
(TP) em que a miccao iniciava; pressao de pico (PP) du-
rante a miccao; limiar de volume (VT), que foi calculado
pelo tempo necessario para a primeira mic¢ao x 4 (ml)/60
minutos; frequéncia de micgao calculada como ciclos por
minuto (FM); pressdo vesical basal (BP); complacéncia
(AVolume/APressao) e nimero de contracdes nao esvazia-
doras (NVCs). As NVCs foram consideradas como con-
tracOes vesicais espontineas maiores que 4 mmHg acima

da pressao basal e que nao resultaram em micgao.

Analise estatistica

Os dados sao expressos como média + erro padriao da
média (EPM) de n experimentos. O programa Instat
(GraphPad Software, Inc.) foi usado para a andlise es-
tatistica. A significancia estatistica das diferengas foi
estudada pela andlise de variancia (ANOVA) e, poste-
riormente, o método de Bonferroni foi empregado. P <
0.05 foi aceito como significativo.

Drogas

L-NAME (N -Nitro-L-arginina metil éster), uretano e di-
metilsulféxido foram obtidos da Sigma Chemicals Co. (St.
Louis, MO, EUA). O composto BAY 41-2272 (5-ciclopro-
pil-2-[1-(2-fluoro-benzila)-1H-pirazolo[3,4-b] piridina-3-
yl]-pirimidina-4-ilamina) foi fornecido pelo Pharma Rese-
arch Center, Bayer AG (Wuppertal, Alemanha).

RESULTADOS
Pressao arterial média e peso corporal

A Figura 1 mostra que o tratamento durante quatro
semanas com L-NAME aumentou em 75% a pressao
arterial média (PAM) em comparagdo com o grupo
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controle. O cotratamento com BAY 41-2272 evitou a
hipertensao induzida por L-NAME (p < 0,001). Os
animais que receberam apenas BAY 41-2271 niao mos-
traram qualquer diferenca na PAM em comparagao
com o grupo controle. Ndo houve diferencas no peso
corporal entre os grupos experimentais (318 = 10; 313 =
5;312+6; 314 = 18 € 310 = 5 g para os grupos controle,
DMSO, L-NAME, BAY 41-2272 ¢ LN+ BAY 41-2272,
respectivamente).
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Figura 1. Efeito de BAY 41-2272 (10 mg/kg/dia) na hipertensao arterial média
induzida por administragao cronica de N -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 20
mg/rato/dia) em ratos. A pressao arterial média foi medida ao final da 4* semana
nos grupos Controle, DMS080%, L-NAME (LN), BAY e LN+ BAY. Os resultados
sdo expressos como média = EPM (n = 5). *P < 0,001 comparado ao grupo
controle, **p < 0,001 comparado ao grupo L-NAME (LN).

Cistometria vesical

O tratamento a longo prazo com L-NAME causou
aumento significante no nimero de NVCs em compa-
ragao aos grupos controle ou DMSO (p < 0,001). O
cotratamento com BAY 41-2272 quase normalizou es-
sas contracoes vesicais espontaneas durante a fase de
enchimento em comparacdo com o grupo L-NAME
(p < 0,05; Figura 2A). O VT também estava signifi-
cantemente elevado nos ratos tratados com L-NAME
(p < 0,001), e o cotratamento com BAY 41-2272 nao
alterou significantemente esse parametro (Figura 2B).

A BP nao mudou significantemente entre os grupos
(Figura 3A). Entretanto, a TP e a PP aumentaram 69 e
44%, respectivamente, ap0s o tratamento cronico com
L-NAME (p < 0,001) em comparacdo com 0s grupos
controle ou DMSO (Figuras 3B e 3C). O cotratamento
com BAY 41-2272 quase normalizou (p < 0,001) aTP e
PP elevadas observadas no grupo L-NAME. A Figura 4
mostra tragos tipicos de contragdes espontaneas durante
a fase de enchimento dos ciclos miccionais, indicando a
PP durante a mic¢ao em todos os grupos experimentais.

A frequéncia miccional diminuiu significantemente
nos ratos tratados com L-NAME em comparagao com
os grupos controle ou DMSO (p < 0,001; Figura SA). A
coadministragdo com BAY 41-2272 preveniu a redugao
na frequéncia de mic¢ao encontrada no grupo L-NA-
ME (LN). A complacéncia nao foi alterada nos grupos
experimentais (Figura 5B).
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Figura 2. Alteragdes nas contragdes ndo esvaziadoras (A) e limiar de volume (B) apés tratamento a longo prazo com BAY 41-2242 (10 mg/kg/dia) em ratos
cronicamente tratados com N -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 20 mg/rato/dia). Os resultados séo expressos como média + EPM (n = 5). *P < 0,01, **p < 0,001
comparado ao grupo controle, #p < 0,001, ##p < 0,05 comparado ao grupo L-NAME (LN).
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Figura 3. Alteragdes na presséo basal (A), limiar (B) e de pico (C) apés
tratamento a longo prazo com BAY 41-2242 (10 mg/kg/dia) em ratos
cronicamente tratados com L-NAME (LN; 20 mg/rato/dia). Os resultados
sao expressos como média = EPM (n = 5). *P < 0,001 comparado ao grupo
controle, **p < 0,001 comparado ao grupo L-NAME (LN).

DISCUSSAO

Este estudo € o primeiro a mostrar que o bloqueio cro-
nico do NO causa aumentos significativos nas NVCs,
TP e PP, juntamente com redugdes na frequéncia das
miccoes. O cotratamento com BAY 41-2272 restaurou

todos esses parametros cistométricos para os valores
iniciais.

As alteracOes patoldgicas causadas pela deficiéncia
cronica do NO sao bem documentadas nas doencas car-
diovasculares. Entretanto, nao ha estudos avaliando o
efeito da deficiéncia cronica de NO no trato urinério
inferior. Na verdade, a maioria dos estudos funcionais
relata o uso de inibidores da NO sintase administrada
de forma aguda nos animais®, ou adicionada in vitro
a preparagoes de banho de 6rgaos (MLD estimulado
eletricamente)*?. Neste estudo, em ratos submetidos
a cistometria continua, demonstramos que o tratamen-
to cronico com L-NAME aumentou significativamen-
te NVGCs, VT, TP e PP. O tratamento cronico com L-
NAME também diminuiu a frequéncia de micgoes em
comparagao com os animais controles. Nossos achados
sao consistentes com um estudo prévio demonstrando
que a inibicdo aguda do NO elimina completamente
o reflexo de relaxamento uretral durante a miccdo em
ratos, e esse efeito foi revertido pela administracao do
substrato para a sintese de NO, a L-arginina®. A ini-
bicao aguda da 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS)
em ratas ooforectomizadas também reduziu significati-
vamente a frequéncia de micgdes, 0 que ocorreu junta-
mente com aumento do volume residual®. Um estudo
mais recente mostrou que camundongos machos mu-
tantes Immp?2l (animais com baixa biodisponibilidade
de NO em razdo da produgao de espécies de oxigénio
altamente reativo) exibem menor volume miccional e
maior volume pds-miccional do que camundongos do
tipo selvagem®. Estudos morfométricos mostraram
que o tratamento com L-NAME durante quatro sema-
nas causou aumento da espessura da musculatura lisa
do trigono vesical sem alterar a espessura do MLD®.
A densidade de nervos imunorreativos a sintase do NO
também ¢ maior na musculatura lisa do trigono vesical
e uretra do que no MLD®). Portanto, é provavel que a
falta de NO, principalmente no nivel da uretra, resulte
em estado de intensa contracdo, dessa maneira reduzin-
do a liberacdo da urina.

einstein. 2010; 8(4 Pt 1):404-9
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Figura 4. Tracos representativos mostram contragdes esponténeas e pressao de pico (seta) durante a fase de enchimento para os grupos (A) DMSO, (B) L-NAME (LN;

20 mg/rato/dia), (C) BAY 41-2272 (10 mg/kg/dia) e (D) LN + BAY 41-2272.
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Figura 5. Alteragdes na frequéncia de micgéo (A) e complacéncia (B) apds tratamento a longo prazo com BAY 41-2242 (10 mg/kg/dia) em ratos cronicamente tratados
com L-NAME (LN; 20 mg/rato/dia). Os resultados sao expressos como média = EPM (n = 5). *P < 0,001 comparado ao grupo controle, **p < 0,01 comparado ao

grupo L-NAME (LN).

Os beneficios do tratamento de longo prazo com
BAY 41-2272 foram relatados anteriormente no siste-
ma cardiovascular, no qual o agente evitou aumento
da pressao arterial, infarto do miocardio e hipertrofia
cardiovascular em um modelo de hipertensiao com bai-
xo0 NO em ratos!¥. Trabalhos realizados anteriormente
em nosso laboratério também mostraram que o BAY
41-2272 relaxa a uretra isolada de maneira dependente
da concentragao, sinergicamente como inibidor da fos-
fodiesterase-3, a sildenafila('®. Neste estudo, o co-trata-
mento com BAY 41-2272 atenuou significativamente os
aumentos de NVCs, TP e PP, assim como a frequéncia
reduzida de miccoes observada em ratos tratados com
L-NAME, o que indica que a estimulacdo direta de
sGC de maneira independente de NO por BAY 41-2272
contrapoe-se a disfuncao vesical em ratos deficientes de
NO. Em estudos realizados anteriormente, a ativagao
da via de sinalizacao de NO-cGMP com o doador de
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NO, DEA-NO, e o analogo de cGMP permeavel, 8-Br-
cGMP, atenuou a atividade elétrica espontanea em cé-
lulas intersticiais de Cajal recém dispersas, principal-
mente pela redugio das ondas de Ca**?%. Mais recen-
temente, demonstrou-se que o doador de NO, SNAP,
diminui a amplitude e a frequéncia de contragoes es-
pontdneas em tiras de bexiga hiperativa de ratos no
periodo neonatal de maneira dependente de cGMP®).
Portanto, € provavel que o acimulo de cGMP por BAY
41-2272 leve ao relaxamento na porg¢ao uretral, facili-
tando a liberacao da urina. A administracao de doado-
res de NO em pacientes com dissinergia do esfincter do
detrusor ou em homens saudaveis causou redugoes na
resisténcia ao fluxo de saida vesical em estudos sobre
fluxo de pressao®**. Em ratos, a aplica¢do intravesical
de S-nitroso-N-acetilpenicilamina (composto doador
de NO) diminuiu a hiperatividade vesical induzida pelo
irritante quimico ciclofosfamida®.



CONCLUSOES

O tratamento a longo prazo com o ativador de sGC in-
dependente de NO, BAY 41-2272, restaura os aumen-
tos das NVCs e das pressoes intravesicais observados
em ratos cronicamente deficientes de NO. Portanto, os
ativadores diretos de sGC, tais como BAY 41-2272, po-
deriam trazer efeitos benéficos para o tratamento dos
sintomas de disfungao vesical.
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