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Nota de Apresentagdo

Este trabalho apresenta uma idéia pioneira e inovadora do Prof.
Francisco Hélio Rola, proposta ainda em 1999, de estudar os efeitos do
citrato de sildendfil (Viagra®) sobre a motilidade gastrintestinal,
medicamento langcado no mercado, ainda em 1998, para tratamento de
impoténcia humana.

A idéia foi fundamentada na propriedade deste farmaco em
promover relaxamento da musculatura lisa vascular, e, tendo em vista o
trato gastrintestinal apresentar musculo liso em sua maior composigdo,
entao decidimos avaliar os efeitos do citrato de sildendfil sobre a motilidade

gastrintestinal.
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do estudo da complacéncia gastrica tratados com sildendfil (3mg/g) e
submetidos a esplancnotomia ou ao pré-tratamento com azul de metileno,
L-NNA, propranolol ou ao pos-tratamento com nitroprussiato de sédio.

APENDICE 9 -Valores individuais do percentual da amplitude e freqiéncia
de contragao de tiras Isoladas da musculatura longitudinal de duodeno de
ratos incubadas com sildendfil, zaprinast, azul de metileno, ODQ, L-NAME,
D-NAME, carbacol ou forskolina.
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V - Resumo

Estudamos o efeito do citrato de sildendfil (Viagra®),
vasodilatador largamente utilizado na terapéutica da disfungdao erétil, sobre
o comportamento motor do trato gastrintestinal (TGI) de ratos Wistar. Para
tanto, utilizamos 175 animais machos, pesando entre 200 a 350g, distribuidos
nos quatro seguintes grupos de estudo: efeitos do citrato de sildendfil sobre o
i) esvaziamento gastrico (EG) e os transitos gastrintestinal (Gl) e i) intestinal
de liquido em ratos acordados; iii) a complacéncia gastrica de ratos
anestesiados e iv) a contratilidade de tiras isoladas do duodeno de ratos
ex vivo. i) Avaliamos, em 64 ratos acordados sob jejum e livre acesso a
dagua por 24h, o efeito da injecdo (0,2mL; e.v.) de sildendfil (4mg/Kg) ou
veiculo (HCI 0,01N) sobre o EG e o fransito Gl de liquido, bem como sobre a
pressao arterial (PA). Mediante gavagem, 1,5mL da refeigao-teste (vermelho
de fenol - 0,5mg/mL em glicose a 5%) foi injetada no estémago. Depois de
10, 20 ou 30min, sacrificamos os animais e, apés laparotomia, obstruimos o
piloro, o cardia e o ileo terminal. Removemos e dividimos o TGl em:
estomago e segmentos consecutivos do intestino delgado (40% iniciais; 30%
mediais e 30% terminais). Apos o processamento destas porgcoes viscerais,
determinamos as absorbancias das amostras a 560nm. A retengado fracional
de vermelho fenol em cada segmento permitiu o cdlculo do EG e transito Gl.
Em um grupo separado de animais, a PA foi monitorada continuamente por
meio de um sistema digital de aquisicdo de dados durante 20min antes e
30min apods o tratamento com sildendfil ou diluente. Comparado ao grupo
controle, houve aumento significativo da retengcdo gastrica (44,2+2,0 vs
53,2%2,1; 25,4%1,3 vs 37,3*1,6; 20,9%12,5 vs 32,5%2,9%) nos animais tratados
com sildendfil e sacrificados aos 10, 20, ou 30min, respectivamente, bem
como retarde significativo no firansito Gl. Embora o sildendfil tenha
provocado hipotensdo, a PA retoma niveis basais logo apés 10min. O pré-
tratamento com omeprazol (bloqueador da secregdo acida estomacal) ndo
modificou o efeito do sildendfil sobre os valores de retengdo gastrica e
intestinal nem nos niveis de PA. ii) Noutros animais (n=44), sob jejum de
24h e dotados previamente (3d) de uma canula crénica no bulbo duodenal,
estudamos o efeito do sildendafil sobre a progressao ao longo do intestino
delgado de uma refeicdo teste (10MBq de Tecnécio ligado a fitato e diluido
em 1mL de salina 0,9%). Decorridos 20, 30 ou 40min da injegcdo (0,2mL e.v.)
de sildendfil (4mg/Kg) ou diluente (HCL 0,01N), sacrificamos os animais e,
apoés laparotomia e remogcdo do TGI, dividimo-o em: estdomago, cinco
segmentos congruentes e consecutivos de intestino delgado e o intestino
grosso. A contagem da radiatividade foi determinada num colimador de
gama-camara. O sildendfil promoveu retarde (p<0,05) do Tl, indicado pelos
retardes dos centros geométricos da refeicdo de 2,8+ 0,2 vs 3,3+ 0,1; 3,0+
0,2vs 3,7+ 0,1 e 3,4+ 0,1 vs 4,2+ 0,2 em relagdo ao grupo controle, aos 20,
30 ou 40min. iii) Os estudos de complacéncia gastrica foram conduzidos
em 39 ratos anestesiados, sob jejum de 24h. As variagoes do volume
gastrico (VG), foram medidas por pletismografia, enquanto a PA foi
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monitorada continuamente por um sistema digital de aquisicao de dados.
Em relagao aos valores basais (2,91+0,19mL) o sildendafil (3mg/Kg - e.v.)
aumentou (p<0,05) o VG apéds 10, 20 e 30min (3,08+0,18; 3,10+0,17 e
3,0910,17mL). A PA basal (105,8+%2,28mmHg) caiu significativamente com o
sildendfil (59,8%3,2; 64,8+t3,7 e 59,3t4,6mmHg) enquanto o diluente (HCI
0,01N) ndo modificou seja o VG ou a PA. O pré-tratamento mediante
esplancnotomia ou inje¢ao e.v. com azul de metileno (3mg/Kg-bloqueador
da guanilato ciclase), L-NNA (3mg/Kg-bloqueador da NO sintetase) ou
propranolol (2mg/Kg-B-bloqueador) preveniram o aumento do VG pelo
sildendfil; ja o pés-tratamento com nitroprussiato de sédio (1mg/Kg - e.v.) o
ampliou significativamente. iv) Avaliamos ainda o efeito do sildendfil sobre
a contratiidade de tiras isoladas do duodeno de ratos ex vivo (n=28),
sacrificados por deslocamento cervical. Tiras dissecadas do duodeno foram
suspensas longitudinalmente em cuba de vidro (10mL), plena de solugao de
Tyrode (37°C e pH 7,4), e submetidas a uma tensao inicial de 1g. Apds 1h de
estabilizagcdo, a contratiidade espontdnea ou induzida das tiras foi
registrada continuamente por um sistema digital de aquisicao de dados. O
sildendfil em doses crescentes e cumulativas (0,1 a 300umol/L) relaxou (ECso
de 9,6umol/L) o duodeno, mais até que o zaprinaste ou a papaverina
(bloqueadores de FDEs) (ECso 91,6 e 78,5umol/L, nesta ordem). Observamos
ademais que o sildendfil inibiu as contragoes induzidas por acetilcolina ou
carbacol (ICso 26,7 e 16,2umol/L, respectivamente). Ja o pré-tratamento
com azul de metileno, ODQ (bloqueador da guanilato ciclase) ou L-NAME
(bloquedor da NO sintetase), mas ndo o D-NAME (isomero inativo da NO
sintetase) preveniram o efeito do sildendfil. O efeito mio-relaxante do
sildendfil foi ampliado pela L-arginina (substrato do NO sintetase) ou
nitroprussiato de sodio (doador de NO). O pré-tratamento com forskolina
(estimulador da adenilato ciclase) também aumentou o efeito mio-
relaxante do sildendfil. Em resumo, observamos que o sildendfil diminui a
motilidade gastrintestinal, retardando o EG, os transitos Gl e intestinal de
liquido em ratos acordados; aumenta a complacéncia gastrica em ratos
anestesiados além de apresentar efeitos antiespasmédico e mio-relaxante
sobre tiras isoladas de duodeno de ratos ex vivo; por estimulagao do sistema
nervoso simpdatico e tendo como provavel mecanismo de agdo ao nivel do
miocito gastrintestinal a via do NO/GMP ciclico.
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VI - Abstract

We evaluated the effect of sildendfil citrate (Viagra®) a
vasodilator largely used for the treatment of male erectile dysfunction, on the
gastrointestinal motility in rats. Experiments were performed on 175 male,
Wistar rats, weighing 200-350g. Four groups of study were done: the sildendfil
effects on the: i) Gastric emptying (GE) and gastrointestinal (Gl) transit and
ii) Intestinal transit (IT) of liquid in awake rats; iii) Gastric compliance in
anesthetized rats and iv) Contractility of rat duodenal isolated strips. i) In
64 rats fasted for 24h with previous vascular access (right jugular vein and left
carotid artery), we studied the effect of an i.v. injection (0.2mL) of sildendfil
(4mg/Kg) or vehicle (0.01N HCI) on GE and Gl transit of a liquid meal, as well
as on arterial pressure (AP) in a separated group of rats. Animals were
gavage-fed with 1.5mL of a test meal (0.5mg/mL of phenol red in 5%
glucose). After 10, 20 or 30min, animals were sacrificed and submitted to a
laparotomy to obstruct the pylorus, cardia and terminal ileus. The gut was
removed and then divided into: stomach and consecutive three small
intestine segments (40% proximal; 30% medial and 30% terminal). After
processing these segments, the dye retention was determined at 560nm. The
percentage of dye retention in each segment permitted to evaluate GE and
Gl ftransit. Arterial pressure was continuously monitored by a digital
acquisition system during 20min before and 30min after sildendfil injection.
We observed a significant increase of gastric retention in sildendfil treated
rats at 10, 20, or 30min after the test meal (44,212,0 vs 53,2+2,1; 25,4%1,3 vs
37,3%1,6; 20,9%2,5 vs 32,512 9%, respectively), as well as a significant Gl transit
delay. Despite of sildendfil inducing hypotension, AP returned to basal levels
10min afterwards. Acid gastic secretion blocking pre-treatment with
omeprazol did not modify the sildendfil effect on gastric retention, Gl transit
or AP. i) In another group we evaluated the sildenafil (4mg/Kg) or diluente
(0.01N HCI, 0.2ml) effects on the IT in awake rats, fasted for 24h. Animals
were studied 3d after the insertion of a silastic cannula (0.6cm ID) into the
duodenal bulb. We evaluated the progression of a radioactive liquid test
meal fed (10MBq of 99mTc - TmL of saline 0,9%) administered through the
inserted cannula into the small intestine. After 20, 30 or 40min, animals were
sacrificed by anesthetic overdose. After laparotomy, we removed and
divided the gut in: stomach, five congruent and consecutive segments of the
small intestine and the large intestine. Radioactivity counting was obtained in
a gamma-chamber collimator. Sildenafil promoted an IT delay (p<0.05),
indicated by shifting the center of mass to the proximal portions of the TGI
(2.8%0.2 vs 3.3%0.1; 3.0%0.2 vs 3.7+0.1 and 3.4%0.1 vs 4.210.2) in relation to
control group. iii) Gastric compliance study was performed on 39
anesthetized rats after 24h of fasting. Gastric volume (GV) variations were
measured by plethysmography while AP was continuously monitored. We
have also observed that GV increased (p<0.05) after sildendafil treatment
(3mg/Kg - e.v) (3.08%0.18; 3.10%0.17 and 3.09%0.17mL vs 2.91%0.19mL) at 10,
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20 and 30min after drug administation, respectively. Basal AP
(105.812.28mmHg) dropped by the sildendfil injection (59.8+3.2; 64.8%13.7 and
59.3t4.6mmHg-p<0.05) while vehicule (0.01N HCI) did not change either GV
or AP. After splanchnotomy or pre-treatments (e.v.) with methylene blue
(3mg/Kg-guanilate cyclase blocker), L-NNA (3mg/Kg - NO synthase blocker)
or propranolol (2mg/Kg - B-blocker) prevented GV increase due to sildendfil;
while post-treatment with sodium nitroprusside (1Img/Kg - NO donor) raised it.
iv) The in vitro contractility studies were performed on isolated duodenal
strips obtained from rats (n=28) killed by cervical dislocation. Duodenal strips
were suspended longitudinally in a glass chamber (10mLl), filled with Tyrode
solution (37°C and pH 7.4). After 1h of stabilization under 1g of initial tension,
the spontaneous or induced contractility were continuously recorded by a
digital acquisition system. Increasing and cummulative doses of sildendfil
(0.1 to 300umol/L) relaxed (9.6umol/L of ECso) the duodenal strips. This effect
was more intense than those displayed by zaprinast or papaverine (PDEs
blockers) (91.6 and 78.5umol/L of ECso, in this order). Sildendafil showed
significant antispasmodic and myorelaxant effects on the duodenal
contractions induced by acetylcholine or carbamylcholine (ICso 26.7 and
16.2umol/L, respectively). Pre-treatment with methylene blue, ODQ
(guanilato cyclase blocker) or L-NAME (NO synthase blocker) also prevented
these sildendfil effects, but D-NAME (an inactive substrate for NO synthase)
did not. Myorelaxant sildendfil effect was reverted by L-arginine (substrate for
NO synthase) and contrarily it was largely increased by sodium nitroprusside.
Forskolin adenylate cyclase activation pre-treatment also increased the
myorelaxant effect of sildendfil. In summary, we have observed that
sildendfil slowed down the gastrointestinal motility, delaying GE, Gl and
intestinal transits of a liquid meal in awake rats; Gastric compliance was also
increased in anesthetized rats treated with sildendfil. Sildendfil also exhibited
both antispasmodic and myorelaxant effects on isolated strips of duodenum
of ex vivo rats. Besides central or peripheral sympathetic nervous system
activation, sildenafil possibly acts at the gastrointestinal myocite level by
activating the NO/GMPc system.
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“Na convivéncia democratica, a razdo
e a forca nao sao argumentos para
obrigar e sim instrumentos de a¢ao na
realizagcdo de um propésito comum que
ndo é outro sendo a convivéncia
democratica.”

Humberto maturana

1 - INTRODUCAO
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Em fins dos anos 90, durante uma série de estudos acerca dos
efeitos de variagoes agudas da volemia sobre o comportamento motor do
trato gastrintestinal (TGI) de caes e ratos (Gondim et al., 1999; Graga et al.,
2002), tomei conhecimento de novo e revoluciondrio tratamento para a
impoténcia sexual, os comprimidos azuis de Viagra®. Gragas suas
propriedades vasodilatadoras descobertas em 1989, inicialmente o citrato
de sildendfil foi testado em pacientes com angina pectoris. Embora os
ensaios clinicos ndo tenham sido promissores quanto a irrigagdo
miocdrdica, logo se tornou evidente a eficacia terapéutica do novo
farmaco na disfungdo erétil (Boolell et al., 1996 a e b; Goldenberger, 1998;
Goldstein, 1998; Moreland et al., 1999; Raja et al., 2004).

O citrato de sildendfil (1- [4- etoxi- 3- (6,7- diidro- 1-metil- 7- oxi- 3-
propil-1 H- pirazolo [4,3- d] pirimidina- 5- il) fenilsulfonil ] - 4 - metil
piperazina) (Viagra®) é um composto relativamente lipofiico com centro
bdsico na amina tercidria piperazina (Walker et al., 1999). Considera-se que
o sildendfil tenha como mecanismo bdsico de agdo o bloqueio seletivo e
potente da fosfodiesterase do tipo 5 (FDE-5); impedindo desta forma, a
hidrélise da guanosina monofostato ciclico (GMPc) - nucleotideo existente
nas células da musculatura lisa vascular (Ballard et al., 1998; Turko et al.,
1999). A seletividade deste farmaco depende da dose e do tecido
estudado. Em preparagoes in vitro de tiras isoladas de tecido peniano
masculino, o sildendfil apresenta concentragdo inibitéria 50% (ICso) da
ordem de 4nM segundo Ballard e colaboradores (1998); Walker e

colaboradores (1999) e Agha e colaboradores (2001).

Tendo em vista a expressdao da FDE-5 em outros tecidos como
artérias e veias da musculatura esquelética, artérias e veias pulmonares e
corondrias, plaquetas, musculatura lisa visceral (bronquios, Gtero e frompas)
(Raja et al., 2004) e musculatura lisa do trato gastrintestinal (Sopory et al.,
2004), tém sido propostas novas indicagoes terapéuticas para o sildendfil.

Recentemente, o “Food and Drug Administration” (FDA), érgdo do governo
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norte americano encarregado da regulagdo sanitdria, aprovou o uso
terapéutico do sildenafii no manejo de pacientes acometidos com

hipertensao pulmonar (Kulkarni et al., 2004).

Ha inclusive indicagoes da agdo do sildendfil sobre o sistema
nervoso central, pois o mesmo atravessa a barreira hematoencefdlicq,
promovendo ativagdo simpdtica, tanto central como periférica (Phillips et
al., 2000). Vale salientar que camundongos submetidos a interrupgdo de
tratamento cronico com sildendafil exibem comportamento considerado

agressivo (Hotchkiss et al., 2005).

Em relagdo as visceras abdominais, foi verificado que o tubo
digestivo dispoe de todos os elementos do sistema GMPc, inclusive as
enzimas fosfodiesterases e dentre elas a do tipo 5 (Kause et al., 1994; Murthy
et al., 2001; Kaneda et al., 2003 e Sopory et al., 2004). Nas células da
musculatura lisa gastrintestinal, a inativagao da fosfodiesterase do tipo 5
pode aumentar os niveis intracelulares de GMPc, que ao promover a
diminvicao da concentragdo intracelular de Ca*t livre levaria ao
relaxamento do miécito gastrintestinal (Zhang et al., 2001; Bortolotti et al.,,
2001).

Evidéncias publicadas no decorrer da realizagdo deste trabalho
reforcaram nossa idéia de o sildendfil interferir na motilidade do TGI,
originalmente desenvolvida ainda no inicio de 1999 (Rosalmeida et al., 2000
- vide Anexo I). Ainda em 2000, surge o primeiro relato do potencial
terapéutico do sildendfil nos distirbios da motilidade gastrintestinal.
Mediante estudos de manometria esofdgica, Bortolotti e colaboradores
(2000) descreveram que o sildendfil relaxa o esfincter esofagiano inferior de
pacientes com acalasia idiopatica. Em gatos anestesiados, Zhang e
colaboradores (2001) verificaram também mediante manometria esofdgica,
que o sildendfil diminui a peristalse esofdgica e a pressdo no esfincter
esofdgico inferior. A seguir, Bortolotti e colaboradores (2001) estudando

voluntdrios sadios sob manometria verificaram que o sildendafil diminui a
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forca das contragcdes antro-duodenais. Ademais, o sildendafil também
aumenta significativamente a retengdo gdstrica pés-prandial enquanto
retarda o esvaziamento gdstrico de liquido em voluntdrios sadios, segundo

Sarnelli e colaboradores (2004).

1.1 - Objetivos

Assim sendo, a motivagao principal deste trabalho consistiv em
caracterizar o efeito do sildendfil sobre a motilidade gastrintestinal e para

tanto verificamos o efeito do sildendfil sobre o (a):

v 1 - Esvaziamento gastrico (EG) e transito gastrintestinal (Gl)

de liquido em ratos acordados;

O sildendfil promove o retarde tanto do EG como do transito Gl de
refeicdo liquida, efeito este dose-dependente e que persiste mesmo apés a
normalizagdo da pressdo arterial. Os resultados deste estudo estao
publicados na forma de resumo (Rosalmeida et al., 2000 e 2002) e trabalho

completo (Rosalmeida et al., 2003a).

Considerando que as alteragoes no padrao de EG e de transito Gl
decorrem da complexa coordenagcdo do comportamento motor do
estomago, do piloro e do duodeno proximal (Bell et al., 1975; Schwariz et al.,
2001), decidimos investigar o efeito do sildenafil sobre o transito intestinal de

liquido e a complacéncia gastrica.
v 2 -Transito intestinal de liquido em ratos acordados;

Mediante cintilografia, foi possivel verificar o efeito inibidor do
sildendfil sobre o transito intestinal per se. Os dados deste estudo estdo
publicados apenas na forma de resumo em congresso internacional
(Rosalmeida et al., 2003b).
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v' 3 - Complacéncia gdstrica de ratos anestesiados;

Monitorando o volume gastrico mediante pletismografia, foi
possivel verificar o efeito inibitério do sildendfil sobre o ténus gdstrico. Até o
momento, os resultados deste estudo estdo também publicados somente na

forma de resumo em congresso internacional (Rosalmeida et al., 2002).

Dado o retarde do transito intestinal pelo sildendfil, decidimos
avaliar seus efeitos sobre a contratiidade in vitro de tiras isoladas do

duodeno de ratos ex vivo.

v 4 - Contratilidade espontanea e induzida de tiras isoladas do

duodeno de ratos ex vivo.

Desta forma, o sildendfil inibe as contragoes duodenais, sejam
espont@neas ou induzidas pelo carbacol ou acetilcolina, mediante ativagao
da cascada NO-GMPc enquanto sua acdo farmacolégica parece também
depender dos niveis intracellulares do segundo mensageiro AMPc. Parte
destes resultados estd publicada como resumos e tfrabalho completo
(Rosalmeida et al., 2002 e 2003a, Araujo et al., 2005).

Haja vista os resultados acima descritos, foi ainda objetivo do nosso
estudo a caracterizagdo do papel das vias neurais e os mecanismos de

ac¢do no:

v''1 - Aumento da complacéncia gadstrica de ratos

anestesiados secunddria ao tratamento com sildendfil;

v 2 - Efeito miorelaxante e anti-espdsmaédico do sildenafil sobre

tiras isoladas de duodeno de ratos ex vivo.
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Mande Noticias do mundo de Iq,
Diz quem fica...
(Milton Nascimento/Fernado Brant)

2 — MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS
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Os experimentos foram realizados com um total de 175 ratos
Wistar, machos, provindos do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceard. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo
com as “Normas para uso e experimentagdo com animais de laboratério do
Ministério da Saiude do Brasil - Resolugdo 196/2000 do MS”.
Para facilitar o entendimento do leitor, apresentamos o trabalho
em (04) quatro grupos de estudos, a saber:
1) Efeito do citrato de sildendfil sobre o esvaziamento gdstrico
e sobre o ftransito gastrintestinal de liquido em ratos
acordados;
2) Efeito do citrato de sildendfil sobre o transito intestinal de
liguido em ratos acordados;
3) Efeito do citrato de sildenafil sobre a complacéncia
gastrica de ratos anestesiados;
4) Efeito do citrato de sildendfil sobre a contratilidade de tiras

isoladas do duodeno de ratos ex vivo.

O citrato de sildendfil foi gentilmente cedido pela Pfizer™. As
demais drogas utilizadas neste estudo foram adquiridas junto a Sigma™,
com recursos oriundos do CNPq, da CAPES e da FUNCAP.
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2.1 - Estudo | - Efeito do citrato de sildendafil sobre o
esvaziamento gdstrico (EG) e sobre o transito gastrintestinal (Gl)

de liquido em ratos acordados;

2.1.1 - Procedimentos cirirgicos

Os experimentos do estudo | foram realizados em 64 ratos
Wistar, machos, pesando entre 180-220g.

Os animais foram anestesiados com éter e tiveram a veia
jugular direita e a artéria carétida esquerda canuladas para administragao
de drogas ou veiculo e monitoragcdo da pressdo arterial (PA),
respectivamente. Estes animais foram mantidos em jejum por 24h, entretanto
tiveram livre acesso a agua até 2h antes dos experimentos. Avaliamos o
efeito do pré-tratamento (0,2mL, e.v.) com sildendfil (4mg/Kg) ou somente o
respectivo veiculo (HCI 0,01N) sobre o esvaziamento gastrico (EG) e o
tfransito gastrintestinal (Gl) de liquido, bem como sobre a PA de um grupo

separado de animais.

2.1.2 - Determinag¢ao do EG e do transito Gl.

Para a determinagcdo do EG e do transito Gl utilizamos uma
técnica descrita inicialmente por Reynell e Spray (1956) e extensivamente
vtilizada em nosso laboratério, com as devidas adaptacoes (Rego et al.,
1998; Gondim et al., 1999; Camurga et al., 2004).

Inicialmente, os animais receberam mediante gavagem 1,5mL
da refei¢do teste, contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol
- 0,5mg/mL em dglicose a 5%). Decorridos 10, 20 ou 30min apds a
administragcdo da refeicao, os animais foram, entao, sacrificados, por
sobrecarga anestésica (pentobarbital). Mediante laparotomia mediana, o
estdomago e o intestino delgado foram expostos e, em seguida, obstruidos
ao nivel do piloro, do cdrdia e do ileo terminal.

Posteriormente, removemos todo o trato gastrintestinal (TGlI),

desde o esdfago até o reto. O TGI foi estendido sobre uma prancha
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graduada em centimetros e dividido em 4 segmentos consecutivos:
estobmago; os 40% proximais do intestino delgado; os 30% mediais do
intestino delgado e os 30% distais do intestino delgado.

A seguir, cada segmento foi imerso num cilindro graduado para
determinagdo do volume destes segmentos. Em seguida, foram triturados e
homogeneizados com 100mL de NaOH 0,1N por meio de um liquidificador
de mao (Black and Decker®) durante 30s.

A suspensdo foi deixada em repouso durante 20min a
temperatura ambiente. Em seguida retiramos do sobrenadante uma aliquota
de 10ml que foi centrifugada numa velocidade madaxima de 5.000rpm
durante 10min, a 2800rpm. Apds esse procedimento, uma amostra de 5mL
do sobrenadante foi retirada e adicionado 0,5mL de dcido tricloro-acético
(20% wt:vol), sendo o produto centrifugado a 2800rpm por mais 20min. No
final, foram retirados 3mL do novo sobrenadante e adicionados 4mL de
NaOH 0,5N de modo a revelar o corante. Determinamos a absorbéncia da
amostra a 560nm utilizando o especirofotometro Spectrum®.

A quantidade de vermelho fenol recuperada em cada
segmento foi calculada conforme a equag¢ao (m=C x volume). E a
percentagem de retencdo de vermelho fenol em cada segmento (x)

expressa de acordo com a seguinte equagao:

Quantidade de VF recuperado ne segmento X

Retencdao no segmento X =
Z da quantidade de VF recuperada nos segmentos do TGI

Z — Somatorio; VF — Vermelho de fenol

A recuperacgao fracional do corante nos quatro segmentos do
TGl permitiu-nos estimar a progressao do marcador ao longo do TGI, que
identificamos como indice do ftransito Gl. No caso em particular do
estomago, a recuperacgao fracional do corante neste segmento serviu como

indice de retengdo gastrica.
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2.1.3 - Monitoragdo da pressao arterial

Em um grupo separado de animais (n=8) monitoramos a PA.
Com esse propoésito, a canula da artéria carétida direita foi conectada a um
transdutor de pressao acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
biolégicos (Power-Lab ADInstrumensts®) registrados em micro-computador.
Os registros de PA foram obtidos continuamente por até 60min, ou seja nos
20min iniciais do periodo basal, nos 10min posteriores ao tratamento com
sildendfil ou diluente, bem como durante os 10, 20 ou 30min do periodo pos-
prandial, imediatamente anterior ao sacrificio dos animais (Figuras 2.1.1 e
2.1.2).

2.1.4 - Desenho experimental

Os animais, sob jejum de 24h, foram tratados (0,2mL, e.v.) com
sildendfil (4mg/Kg) ou diluente (HCI 0,01N) e apdés 10min receberam a
gavagem de 1,5mL da refeigcao (0,5mg/mL de vermelho fenol em solu¢cao
de glicose a 5%). Para determinagdo do EG e do tfransito Gl, os animais
foram sacrificados aos 10, 20 ou 30min apdés a gavagem. Em cada tempo

pos-prandial estudamos um sub-grupo de 5 a 9 animais. (Figura 2.1.1)

-10 0 10 20 30 min
[ | ] | |
A ' ' ) N
Sildenafil (4mg/Kg - e.v.) Sacrificio - sobrecarga de anestésico
HCI - 0,01N (0,2mL - e.v.) Determinacdo do EG e transito GI - colorimetria

Gavagem 1,5 mL
Vermelho Fenol (Glicose 5%)

Figura 2.1.1 — Delineamento experimental utilizado para avaliacao do efeito do
sildenafil ou diluente sobre a taxa de EG e transito GI de liquido em ratos acordados.

Para avaliar o eventual efeito da secregdo acida gdstrica nos
resultados obtidos, desenvolvemos um conjunto de experimentos em
animais submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos descritos acima.

Por ocasido dos experimentos, os animais foram pré-tratados com
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omeprazol (20mg/Kg - I.P.) e depois de 2h submetidos & injegcdo e.v. de

sildendfil (n=7) ou diluente (n=4).

2.1.5 - Andlise estatistica

Os valores relativos a retengdo fracional do corante em cada
segmento do TGl bem como os relativos a pressao arterial, foram expressos
como média * erro padrdo da média (EPM).

A andlise de varidncia “One-way ANOVA" seguida pelo teste
de Student-Newman-Keuls foi usada para comparar as diferengas entre as
taxas de retengdo do corante nos diversos segmentos do tubo digestivo,
bem como para comparar as diferencas entre a PA dos diferentes grupos.
Diferencas entre as médias foram consideradas estatisticamente

significativas com valores de p<0,05 (Bland, 1995).

2.1.6 - Resultados de EG e transito Gl

Na figura 2.1.2 observamos o efeito do sildendfil sobre a
retencdo gastrica da refeicdo teste, bem como sobre a PA nos ratos
acordados estudados antes, durante e apés o tratamento com sildendfil ou
diluente. Observamos aumento da retengdo gdstrica (p<0,05) de 44,220
para 53,212 1; de 25,4%1,3 para 37,3%x1,6 e de 20,9125 para 32,5%2,9% nos
animais tratados com sildenafil e sacrificados aos 10, 20, e 30min apods a
gavagem quando comparamos esses animais com os do grupo diluente,
respectivamente.

Ainda na figura 2.1.2, observamos que o sildendfil induziu
diminuigcdo (p<0,05) da PA em relagdo ao periodo basal (de 96,2+3,0 para
75,0£3,0mmHg). Este efeito foi, entretanto, fugaz, pois por ocasido da
gavagem a diferenca nos niveis de PA era minima em relagdo ao periodo
basal (96,3+3,7 vs 84,9t1,8mmHg) atingindo patamares similares aos basais
nos 30 min pos-prandiais (96,2+3,0 e 98,2+3,0 vs 90,613 2mmHg).
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Figura 2.1.2 -
Retencdo gastrica

100 fracional e pressdo
£ arterial (PA) em ratos
E 80 M * - 60 acordados  tratados
I ] com sildenafil ou
60 # r50 5 veiculo.
* 8o
4\ x [40 T £ Apés 20min de
o & monitoracio da PA
Sildenafil 30 'S8 (periodo basal), os
ou Placebo 0 &2 animais receberam
g injecdo e.v (0,2ml) de
L 10 sildenafil (4mg/kg) ou
| | diluente (HCI 0,01N)
Basal Tratamento Gavagem 10min  20min 30min (Tratamento). Depois

de 10min, os animais
foram gavados com 1,5mL da refeicao teste (0,5mg/ml de vermelho fenol em solucao
glicosada 5%) e sacrificados aos 10, 20, ou 30min pés-prandiais. O percentual (%) da
recuperagao do corante no estomago em relacao ao total, foi determinado por
espectrofotometria (560nm). Cada grupo consiste de 5—10 animais, sendo os resultados
apresentados como média£EPM. Os valores de PA e de retencdo gastrica dos animais
tratados com sildenafil estao indicados por circulos (@) e triangulos cheios (V¥), ja os
valores de PA e de retencao gastrica dos animais controle estdo indicados por circulos
(O) e triangulos vazios (V), respectivamente. As linhas verticais indicam o erro padrdo
da media. *, p<0,05 para os valores de retencao gastrica e #, p<0,05 para os de PA
(ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls).

A figura 2.1.3 mostra a reteng¢ao fracional de corante ao longo
do trato gastrintestestinal dos animais tratados com sildendafil ou diluente,
sacrificados aos 10, 20 ou 30min pos-prandiais.

No painel 2.1.3A, podemos observar a retengcao fracional de
corante no estomago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino
delgado dos animais sacrificados aos 10min apdés a gavagem. Podemos
observar que o tratamento com sildenafil (n=8) aumentou significativamente
em 20,3% a retengdo gdstrica enquanto diminui (p<0,05) a retengdo no
segmento medial do intestino delgado de 21,5%2,4 para 14,0x1,1% quando
comparamos aos animais que receberam somente diluente (n=5). Por outro
lado, ndo houve diferenga na retengdo de corante nos segmentos proximal
e distal do intestino delgado, entre os animais do grupo sildendfil e controle.

Ja o painel 2.1.3B mostra a retencgao fracional de corante nos
segmentos do TGl dos animais tratados com sildenafil (n=10) ou veiculo
(n=7), sacrificados aos 20min apdés a gavagem. O tratamento com sildendfil

também aumenta a retengGo gastrica em 46,9% enquanto diminui (p<0,05)
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a retengcdo no segmento medial do intestino delgado de 31,8%2,3 para
18,0x0,8% em relagdo aos animais que receberam apenas diluente. Do
mesmo modo, o tratamento com sildendfil nGo alterou de forma significativa
a retengao fracional de corante nos segmentos proximal e distal do intestino
delgado.

Ja o painel 2.1.3C mostra a retengao fracional de corante nos
segmentos do TGl dos animais tratados com sildenafil (n=9) ou veiculo (n=4),
sacrificados aos 30min apdés a gavagem. O tfratamento com sildendfil
também aumenta a retengdo gastrica em 55,6% enquanto diminui (p<0,05)
a retencao no delgado medial de 39,034,6 para 22,7+3,8% quando
comparamos aos valores obtidos nos animais do grupo diluente. Da mesma
forma, o tratamento com sildendfil ndo alterou de modo significativo a

retengdo fracional de corante nos segmentos proximal e distal do intestino

delgado.
A = C
S 60 . S
~ [}
‘GE) . 504 S :50-
%‘ 8 T cZ
o 404 g k= 40 * l
o g s 8
Ta 3
T 2 301 S 2 30 *
oo oo
o c o c
EE 20 % Egzo-
o o
‘§5 101 I 82 0
) c
5 =1 B é o
Estomago  Proximal Medial Distal Estdmago  Proximal Medial Distal
607 B
g
£ 50 Figura 2.1.3 - Recuperagao fracional do
3T * corante no estomago e intestino delgado
9 2 40 (porgdes proximal, medial e distal) de ratos
T = - - -
=7 w0 tratados com sildenafil (l) ou diluente () e
S estudados aos 10, 20 ou 30min poés-prandiais.
@£ *
T E 204 . . .
g Inicialmente, os animais foram tratados
£ 104 (0,2ml, e.v.) com sildenafil (4mg/kg) ou
I veiculo (HCI 0,01N). Apdés 10min foram
0 . ~ .
Estomago  Proximal vedial Distal alimentados com 1,5mL de solucao de glicose

a 5% + vermelho fenol (0.5mg/mL) e
sacrificados apds 10 (box A), 20 (box B) ou 30min (box C). A recuperacao fracional de
corante em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o valor
médio da retencdo expresso na forma de barras verticais e o erro padrdao da média como
linhas verticais. *, P < 0,05 apos ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls entre valores
do grupo sildenafil vsdiluente.
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Nos animais pré-tratados com omeprazol, o sildendfil (n=7)
também aumentou de forma significativa a retengdo gastrica (28,9%7,1 vs
14,1¥2,9%) em relagdo aos animais que receberam somente o diluente
(n=8).



2.2 - Estudo Il - Efeito do citrato de sildenafil sobre o
transito intestinal de liquido em ratos acordados

2.2.1 - Procedimentos cirirgicos e desenho experimental.

Neste grupo de estudo utilizamos ratos Wistar (n=44), machos,
pesando entre 180 a 220g. Os animais submetidos a jejum de 24h mas com
livre acesso a agua, foram anestesiados com tribromo-etanol (0,1mL/100g -
20%). Apo6s laparotomia mediana, uma canula de silastic (DI 0,6cm) foi
inserida através do fundo gastrico e sua extremidade distal posicionada no
bulbo duodenal. A seguir, a canula foi fixada com sutura circular no fundo
gastrico e a exiremidade livre (devidamente ocluida com um mandril)
levada com o auxilio de um trocater via subcutdneo para a regido inter-
escapular onde, apos transfixar a pele, foi ali fixada. Os animais foram entdo
mantidos por 2 dias em gaiolas individuais com livre acesso a ragdo
triturada e agua (Figura 2.2.1).

Decorrido o periodo de recuperagdo cirirgica, os animais foram
novamente anestesiados com tribromo-etanol e submetidos a canulagdo
dos vasos cervicais. As extremidades livres dos cateteres (PE 50), plenos de
salina heparinizada (500U/mL), foram conduzidas por um trocater pelo
subcutaneo para a regido inter-escapular onde, apods transfixarem a pele,
foram ali fixadas. A artéria carétida comum direita foi destinada a
monitoragdo da pressdo arterial (PA) e a veia jugular externa esquerda, a
administragcdo de farmaco ou veiculo.

Finalmente, os animais foram novamente mantidos em jejum
por cerca de 16h com livre acesso a dgua até 2h antes dos estudos do

transito intestinal.

2.2.2 - Registro da pressao arterial

Em um grupo a parte de animais (n=8) submetidos aos mesmos
procedimentos cirirgicos, a canula carotidea foi conectada a um transdutor
de pressdo, permitindo o registro continuo das variagoes da PA em

microcomputador (PowerLab-ADInstruments®).
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2.2.3 - Determinac¢ao do transito intestinal.

O transito intestinal (Tl) foi estimado mediante cintilografia a
partir da progressdo entérica de uma refeicdo teste, marcada com
elemento radiativo (tecnécio - 99mTC).

Inicialmente, os animais foram divididos nos grupos tratado ou
controle. Os animais do grupo tratado receberam inje¢do (0,2mL - e.v.) de
sildendfil (4mg/Kg), enquanto os do grupo controle receberam apenas o
diluente (HCI 0,01N). Apés 10min, a refeigdo teste (10MBq de mTC revestido
por fitato e diluidos em 1mL de salina) foi injetada diretamente no duodeno
através da canula duodenal.

Decorridos 20, 30 ou 40min da administragcdo da refeigao teste,
sacrificamos os animais por aprofundamento anestésico com pentobarbital.
Apés laparotomia, o trato gastrintestinal foi imediatamente segmentado por
meio de ligaduras obstrutivas ao nivel do cardia, a 1cm do esfincter pilérico,
na regido ileo-cecal e no reto-sigmoide (Figura 2.2.1 e 2.2.2).

-3d -10 0 20 30 40 min
I >

m S W N Y

Cirurgia - Implante Sildenafil (4 mg/Kg - e.v.)  Administragio 99mTc _Sacrificio - "Overdode” Anestésico

Canula Duodenal  HCI 0,01N (0,2 mL - e.v.) Intraduodenal Determinacdo do Transito Intestinal
Cintilografia

Figura 2.2.1 — Delineamento experimental utilizado para avaliacao do efeito do sildenafil
ou diluente sobre a taxa de transito intestinal de ratos acordados

Apds a remocado do trato gastrintestinal, o mesmo foi estendido
sobre uma prancha graduada em centimetros e o dividimos em sete
segmentos consecutivos, a saber: estomago e o centimetro inicial do
duodeno proximal (Segmento 1), cinco segmentos (~20cm) de delgado
(doravante denominados: Segmentos 2, 3, 4, 5 e 6) e intestino grosso
(Segmento?7). Cada um dos segmentos do TGl foi entdo acondicionado em
dedais de latex.

A contagem da radiatividade que emanava de cada segmento
foi determinada por meio de colimador de gama camara (Simmens®) do

Servico de Medicina Nuclear do Instituto do Céncer do Ceara.
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O somatdrio das contagens obtidas nos sete segmentos do TGI
de cada rato permitiu-nos obter a radiatividade gastrintestinal total, bem
como o cdlculo da retengdo fracional de cada segmento, expressa como
percentagem em relagao a este total.

O ftransito intestinal da refeigcao foi estimado de acordo com o
método do centro geométrico (Miller et al., 1981). De acordo com este
principio, obtivemos o produto da retengdo fracional de cada segmento
(estomago, delgado 2, delgado 3, delgado 4, delgado 5, delgado 6 e cdlon)
pelo digito identificador do respectivo segmento: (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7,
respectivamente). A somatéria destes valores indica o centro geométrico da
refeigdo radiativa propelida ao longo do intestino, aos moldes do centro de

massa dos objetos (Figura 2.2.2).

Figura 2.2.2; Representacao

R e_sq|:|emé,ti_ca do estugo
cintilografico da progressao
intestinal de uma refeicao teste em
ratos acordados.

Obtivemos a radiatividade

ol o) gastrintestinal total, pelo somatério

das contagens dos segmentos
(estomago, delgado ii, iii, iv, v, vie
colons), sendo a retencdo fracional
de cada segmento expressa como a
percentagem desse total. O
somatorio dos valores do produto
entre a retencao fracional de cada
1 2 3 4 5 6 7 Segmentos segmento pelo seu digito
identificador (respectivamente 1, 2,
3, 4,5 6 e 7) determina a posicao
do centro geométrico da refeigao.
(Adaptada de: Santos, 1997)

Atividade

Atividade do segmento X

Atividade do TGI

Atividade do TGI = 1xE+2xD2+3D3+4xD44+5xD5+6xD6+7xC

A comparagdo estatistica dos dados foi realizada utilizando-se
a ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. J& a comparagdo inter-grupo
dos resultados foi feita mediante o teste “t” de Student (Bland, 1995).

Apdés a determinagcdo da radiatividade das carcagas

remanescentes, os animais e as visceras foram empacotados em sacos
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plasticos e acondicionados temporariamente no depdsito de lixo radiativo
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia Faculdade de Medicina da

Universidade Federal do Ceara.

2.2.4 - Resultados de Ti

Na figura 2.2.3 e 2.2.4 observamos os valores relativos ao centro
geométrico da refeicdo e os percentuais de radiatividade encontrados nos
segmentos do TGlI.

A figura 2.2.3 mostra a distribuicdo do isétopo radiativo ao
longo do TGl dos animais fratados com sildendfil ou diluente. Os valores de
centro geométrico da refeicao foram menores (p<0,05) nos animais tratados
com sildendfil (2,8+0,2; 3,0+0,2 e 3,4+0,2) quando comparados aos valores
encontrados nos animais do grupo controle (3,3+0,1; 3,7+0,2 e 4,2+0,2),
estudados respectivamente aos 20, 30 ou 40min pos-prandiais.

Nos animais sacrificados aos 20min apés a refeicdo, o grande
montante do marcador ficou retido entre os segmentos 2 e 3 para os ratos
tratados com sildendfil (n=9) enquanto no grupo controle (n=11) ndo sé
houve maior retengcdo entre os segmentos 3 e 4 como pode-se ainda
encontrar marcador nos segmentos 5 e 6 do TGI, fato ndo observado nos
animais tratados com sildendfil (Figura 2.2.3).

J& nos animais sacrificados aos 30min apés a refeicdo, o grande
montante do marcador ficou retido no segmento 3 (2a. parte do duodeno)
nos ratos tratados com sildeanfil (n=6) enquanto no grupo controle (n=6) nao
somente houve uma maior reten¢gao no segmento 4 (3a. parte do duodeno)
como observamos a presen¢a do marcador nos segmentos 5 e 6, fato nao
observado nos animais tratados com sildendfil (Figura 2.2.3).

E por fim, nos animais sacrificados aos 40min apods a refeicdo, a
maior parte da refei¢cao ficou retida entre os segmentos 3 e 4 (3a. parte do
duodeno) nos ratos tratados com sildendfil (n=6) enquanto no grupo controle
(n=6) observamos maior retengdo nos segmento 4 e 5 (4a. parte do

duodeno), bem como detectamos marcador nas porgoes distais do intestino
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delgado (Segmentos 5 e §), fato nao verificado nos animais tratados com
sildendfil (Figura 2.2.3).

Figura 2.2.3 - Efeito do
sildenafil (4mg/Kg, e.v. - H)
6- . ou diluente (0,2mL HCI
% 0.01N, e.v. - ) sobre a
* l I distribuicdo do centro
oo geomeétrico da refeicao teste
o —fo— . em ratos acordados.
o
o

Dez minutos apos
tratamento com sildenafil
2 - ou veiculo, alimentamos os
= animais com refeicao teste
1- (10MBq de °°™TC ligada a
fitato em 1ml de salina)
0 T T T injetada no duodeno.
20 min 30 min 40 min Decorridos 20, 30 ou 40min,
sacrificamos os ratos e
Tempo Pés-prandial determinamos a contagem
radiativa de cada segmento
do TGI [estomago (1), intestino delgado (2, 3, 4, 5 e 6) e cdlon (7)]. A progressdo da
refeicdo se prestou para a determinacdo do centro geométrico da refeicdao, indice do
transito intestinal. Os dados estdo representados na forma de “scatter” com a linha
horizontal representando a mediana. *, p<0,05 (teste "t” de Student) grupo tratado vs
grupo controle.

Centro Geométrico da Refei¢cdo

A figura 2.2.4 mostra a progressdo da refei¢cdo teste ao longo do
TGl nos ratos dos grupos controle e tratados, estudados aos 40min pos-
prandiais. Nos animais tratados com sildendfil, verificamos retengao
acentuada da refeicdo teste nos segmentos mais proximais do TGl (delgado
2 e 3) quando comparados aos animais do grupo controle. Em ambos os
grupos, houve detecgcdo de marcador radiativo no segmento 1 (estomago),
provavelmente devido ao refluxo duodeno-gdstrico decorrente da
administragcdo enteral da refeigao.

Podemos observar que o tratamento com sildendfil induziu
diminuigcdo (p<0,05) da PA em relagdo ao periodo basal (100,2+3,0 vs
78,0x3,0mmHg). Este efeito foi, entretanto, fugaz, pois por ocasiado da
gavagem, os valores de PA apresentavam diferenca minima em relagdo ao
periodo basal (85,9+1,8mmHg, p<0,05), retomando niveis similares aos basais
ao longo dos 20, 30 e 40min pés-prandiais (96,2%3,0; 97,3+3,5 e
98,2%£3,0mmHg).
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Figura 2.2.4 - Perfis da
progressao gastrintestinal
da refeicdo teste de ratos
acordados, tratados com
sildenafil (4mg/kg) ou
veiculo (HCI 0,01N) e
estudados 40min apods a
gavagem.

Inicialmente os animais
foram tratados (0,2mL -
e.v.) com sildenafil ou
veiculo, recebendo 10min
apdés, a refeicao teste
(10MBq de °°™TC ligado a
fitato em 1mL de salina)
injetada no duodeno.
Decorridos 40min, os ratos
foram sacrificados e a
contagem radiativa de

cada segmento do TGI [estomago, intestino delgado ( 2, 3, 4, 5 e 6) e codlon]
determinada numa gama camara. Valores individuais da retencdo (%) em cada
segmento foram obtidos pela relacao entre a contagem da radiatividade de cada
segmento e o somatorio da radiatividade de todos os segmentos. Os perfis representam
valores médios obtidos em cada segmento para os grupos controle e tratado. *, p<0,05

(teste "t” de Student) tratado vs controle.
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2.3 - Estudo Illl - Efeito do citrato de sildendfil sobre a

complacéncia gastrica de ratos anestesiados:

2.3.1 - Procedimentos cirUrgicos.

Inicialmente acondicionamos os animais (n=39) - ratos Wistar
machos pesando entre 250-300g - em gaiolas individuais e os mantivemos
em jejum por 24h, mas com livre acesso a agua até 2h horas antes dos
experimentos.

Apods anestesia com vuretana (1,2g/kg, I.P.), submetemos os
animais a fraqueostomia, seguida da inser¢cdo de canula traqueal, de modo
a facilitar a ventilagdo espontanea. Em seguida, inserimos cdnulas de
polietileno (PE 50), plenas de solugao salina 0,9% e heparina (500U/mL) na
veia jugular e na artéria cardtida direitas. Destinamos a veia para
administragdo de drogas ou veiculo enquanto empregamos a artéria para

registro da PA.

2.3.2 - Medida do volume gastrico (VG)

Para a monitoragcdo do volume gastrico, utilizamos o modelo
pletismométrico que desenvolvemos e validamos (Graca et al.,, 2000).
Inicialmente introduzimos per os, com o auxilio de guia metdlico, um catéter
de polietileno (DE=2,0mm/DI=1,5mm) tendo na exiremidade baldo flacido
de latex (volume ~ 4ml), o qual foi posicionado cuidadosamente no
estomago proximal. Em seguida, conectamos a extremidade livre do catéter
a base de um reservatério em “U” (DI= 2,5cm, capacidade maxima de
30mL). O reservatério, a sonda gastrica e o baldo flacido foram entdo
preenchidos com solugcao condutora padrao [45mg% de NaCl e 0,3mL% de
polietilenoglicol (Imbebiente BBC Ornano®)] a 37°C.

Gragas a este sistema de vasos comunicantes, variagoes no
tonus gastrico capazes de modificar o volume liquido no baldo e assim
alterarem o conteddo do reservatério, sdo detectadas por um sensor

eletrénico de volume e registradas continuamente pelo pletismémetro (Ugo

43



Basile®, Comerio, Itdlia). Dada a pressdo constante do sistema, variagées no
tonus gdstrico e por sua vez do VG, foram tidas comos variagoes da
complacéncia gastrica.

No inicio de cada experimento, o estémago foi submetido a
distensdo por uma pressdo de 4cmH.O mediante a elevagcdo do nivel
liguido do reservatério até 4cm acima do apéndice xiféide do animal. A
seguir, permitiu-se o livre equilibrio das pressées no interior do sistema sendo
anotado o volume resultante do reservatério, doravante chamado de VG
inicial (em ml). As variagoes subsequentes foram monitoradas
continuamente, as quais acrescidas do valor do VG inicial e anotados

manualmente a cada 30s foram expressas em mL.

2.3.3 - Monitoragao da pressao arterial

A monitoragcdo da PA foi obtida pela conexdao da canula
carotidea a um transdutor de pressao (ML, AD Instruments®), acoplado a um
sistema de aquisicdo de sinais biologicos (PowerLab- ADInstrumesnts®) com

registro continuo em microcomputador.

2.3.4 - Protocolos experimentais

Apés os procedimentos cirirgicos, os animais foram mantidos
em repouso por 30min para a estabilizagao das condigcoes hemodinamicas.
Todos os animais foram monitorados por um periodo total de pelo menos
50min, sendo os 20min iniciais de monitoragcdo considerados como periodo
Basal. A seguir, os animais foram distribuidos em um dos protocolos

experimentais seguintes:

2.3.4.1 - Efeito do sildendfil sobre o volume gastrico (VG)

Apods o periodo basal, os animais receberam injegdo (0,2mL -
e.v.) de sildendfil (3mg/kg - n=7) ou veiculo (HCI 0,01N - n=5). Os valores de
VG e PA obtidos nos 30min finais foram agrupados em 3 intervalos iguais e
consecutivos de 10min, a saber: (Silio, Silo e Silso ou HClio, HCl2o e HCl3o,

respectivamente) (Figura 2.3.1).
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-20 0 10 20 30 min
(1 [ (] (] (] >
I || i || |} ||
Basal Sil 10 Sil 20 Sil 30
4\ HCL 10 HCL 20 HCL 30

Sildenafil (4mg/Kg - e.v.)

HCI - 0,01N (0,2mL - e.v.)
Figura 2.3.1 — Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do
sildenafil ou veiculo sobre o volume gastrico de ratos anestesiados

2.3.4.2 - Participagdo de vias regulatérias do fenémeno.

Neste conjunto de experimentos, estudamos os animais
submetidos aos pré-tratamentos cirirgico (denervagao por esplancnotomia)
ou farmacoldgicos, seja com B-bloqueador (propranolol), inibidor da NO-
sintetase: nitro-arginina (L-NNA), doador de NO (nitroprussiato de sédio -
NPS); ou ainda, um inibidor inespecifico da guanilato ciclase (azul de

metileno - AM).

2.3.4.2.1 - Esplancnotomia

Inicialmente, mantivemos os animais (n=5) desse sub-grupo em
jejum, com livre acesso a dagua, por 16h. Sob anestesia inalatéria com éter,
realizamos laparotomia mediana onde identificamos, com ajuda de lente
de aumento de 10X, o glanglio celiaco e os nervos mesentéricos, os quais
foram a seguir seccionados (Taché et al., 1987). Nas 24h subsequentes,
mantivemos os animais em caixas individuais sob jejum mas com livre
acesso a solugcdo de rehidratagdo oral (NaCl 3,5g, KCI 1,5g, Citrato de Sédio
2,99 e Glicose 20g/L). Doravante, o estudo do efeito do sildendfil sobre a
complacéncia gdstrica seguiv o mesmo protocolo descrito anteriormente
(Figura 2.3.2).

-24h -20min 0 10 20 30 min
[ | [ [ [
F--- i ! - 1 ! —>
Basal Sil 10 Sil 20 Sil 30
Esplancnotomia 4\

Sildenafil (3mg/Kg - e.v.)

Figura 2.3.2 — Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do
sildenafil sobre o volume gastrico e pressao arterial de ratos anestesiados, estudados
cerca de 24h apos esplancnotomia.
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2.3.4.2.2 - Drogas

Nos estudos farmacolégicos do aumento da complacéncia
gastrica pelo sildendfil, os animais foram estudados sob o efeito de agonistas
ou antagonistas da transmissdo neuro-autonémica.

Apés o periodo basal (20min), um conjunto de animais recebeu
como pré-tratamento injecdo e.v. de propranolol (2mg/kg, n=4), de nitro-
arginina (L-NNA) (3mg/kg, n=5) ou de azul de metileno (AM) (3mg/kg, n=5).
Decorridos 20min, tratamos estes animais com sildenafil (3mg/Kg). Os
valores de VG e PA obtidos nos 30min finais, foram agrupados em trés
intervalos consecutivos de 10min, chamados respectivamente de Sili, Sil2o

Sil3o (Figura 2.3.3).

-40 -20 (1] 10 20 30 min
[ [ [ [
- .I. ______ .I. - i i i . i = 4
Basal Tratado sil 10 Sil 20 Sil 30
4\ (Prop, L-NNA, AM) 4\

Administracgao e.v.

Propranolol (2mg/Kg) Sildenafil (3mg/Kg - e.v.)
L-NNA (3mg/Kg)

Azul de Metileno (3mg/Kg)

Figura 2.3.3 — Delineamento experimental utilizado para avaliacao do efeito do
sildenafil sobre o volume gastrico e sobre a pressao arterial de ratos anestesiados e
pré-tratados com propranolol, L-NNA ou Azul de Metileno.

Em outro grupo de animais (n=6), decorridos o periodo basal
(20min) e logo apdés 10min a injecdo de sildendfil (3mg/Kg), administramos
nitroprussiato de sédio (NPS) (1Img/Kg, e.v). Em seguida, monitoramos as
variagoes do VG e da PA por mais 30min, sendo estes valores agrupados em
frés intervalos iguais e consecutivos de 10min, chamados de (NPSio, NPS2 e
NPS30) (Figura 2.3.4).

-20 0 10 20 30 40 min
[ 1 [ 1 1
=T=TrTETE = 1 - ! I ! —>
Basal 4\ sil 10 4\ NPS10 NPS20 NPS30

Sildenafil (3mg/Kg - e.v.) NPS (1mg/Kg - e.v.)

Figura 2.3.4 — Delineamento experimental utilizado para avaliacido do efeito do
sildenafil sobre o volume gastrico e a pressao arterial de ratos anestesiados e pos-
tratados com nitroprussiato de sédio (NPS).



2.3.5 - Avdliagcdao experimental

Ao final de cada experimento, todos os animais sofreram, ainda
em plano anestésico, laparotomia mediana para inspe¢do do
posicionamento do baldo, sendo a seguir sacrificados por inje¢do e.v. de
solugcao concentrada de KCIl. Descartamos os dados obtidos de animais

com localizagao anémala do balao.

2.3.6 - Andlise estatistica

Os valores individuais do VG e da PA dos diversos grupos
experimentais estdo expressos no texto na forma de média * EPM. A andlise
de variancia (“One way - ANOVA") seguida do teste de Dunnett foi usada
para comparar as diferengcas entre as médias dos diversos periodos
experimentais, bem como enitre os grupos estudados. Diferencas com

p<0,05 foram tidas como significativas (Bland, 1995).

2.3.7 - Resultados de complacéncia gdstrica

A figura 2.3.5 mostra as variagées do volume gastrico (VG) e da
pressdo arterial (PA) secunddrias a injecdo de sildendfil ou diluente. No
painel A podemos observar aumento do volume gdstrico, o qual foi
significativo aos 10, 20 e 30min apds o tratamento com sildendafil quando
comparado ao respectivo valor basal (3,1%0,2; 3,130,2 e 3,1X0,2ml, vs
2,9%0,2mL). A PA também apresentou queda significativa apés a
administragcdo de sildendfil, mantendo-se assim durante os 30min de
monitoragao (59.8%3.2; 64,8%3,7 e 59,3t4,6mmHg, respectivamente vs
105,8+2,3mmHg).

No painel B, podemos observar que a administragdo do veiculo
ndo modificou os valores de VG em relagdo ao periodo basal (3,610,5;
3,5%0,5 e 3,4%0,4 vs 3,5%0,5mL) embora tenha ocasionado hipotensao
transitéria nos 10min iniciais (90,5%5,6 vs 102,2+57mmHg, p<0,05), a PA
retomou niveis similares aos do controle nos 20 e 30min subsequentes
(97.8%6,7 e 98,7£5,7mmHg, p>0,05).
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A Figura 2.3.5: Efeitos do sildenafil ou
diluente (HCI) sobre a pressao arterial (PA,
2 120 em mmHg) e volume gastrico (VG, em mL)
£ 100 de ratos anestesiados.
£ 80 * * *
< 60 Apos um periodo basal de 20min, tratamos
os animais (0,2mL - e.v.) com sildenafil
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B respectivamente. *, P<0,05 vs periodo
— basal (ANOVA e teste de Dunnett).
D 120 —
I
£ 100+ §\;/§’§
< go-
5,0
o |
O 4,09
g 1 m
% 304 —w— = ] -
S 1 .= mH " "
2,0 I I I I
Basal HCI 10 HCI 20 HCI 30

Na Figura 2.3.6 (painel A), observamos o efeito do pré-
tratamento com L-NNA sobre o relaxamento gastrico induzido pelo sildendfil.
Apés o periodo basal (2,6£0,1mL) a administracdo de L-NNA ndo modificou
os niveis de VG (2,5%0,2mL). Por outro lado, observamos diminuigdo (p<0,05)
do VG aos 30min apods o tratamento com sildendfil (2,4+0,2mL). Quando
comparada ao periodo basal, o pré-tratamento com L-NNA aumentou a PA
(136,1x11,4 vs 109,529, 1mmHg, p<0,05), retornando aos niveis basais nos 10,
20 e 30min apés a administragdo de sildenafil (102,1£9,4, 112,9¥10,2 e

110,1£11,4AmmHg, respectivamente).
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Na Figura 2.3.6 (painel B) observamos o efeito do pos-
tratamento com nitroprussiato de soédio (NPS) sobre as variagoes do VG e da
PA nos animais previamente tratados com sildenafil. O VG aumentou
(p<0,05) apés o tratamento com sildendfil quando comparado aos valores
basais (2,6%0,1 vs 2,410,1mL). O tratamento com NPS promoveu aumento
(p<0,05) adicional do VG aos 10, 20 e 30min (2,810,2; 2,710,2 e 2,710,1mL,
respectivamente) quando comparado aos niveis basais (2,4+t01mlL).
Tomando-se como referéncia os valores basais da PA (112,515,3mmHg), o
sildendfil provoca significativa hipotensao arterial (70,134,8mmHg),
fenomeno que se acentua nos 10min subsequentes ao tratamento com NPS
(48,0+2,0mmHg), minorando posteriormente nos 20 e 30min (75,7125 e

80,2113,4mmHg, respectivamente) (Fig. 2.3.6-B).

A Figura 2.3.6 - Efeitos do pré-tratamento
= 160 * com Nitro-arginina (L-NNA) e do pods-
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Na Figura 2.3.7 observamos o efeito do pré-tratamento com azul
de metileno (AM) no relaxamento do estomago e hipotensao induzidos pelo
sildendfil. Apds o periodo basal, o tratamento com AM ndo modificou per se
os valores de VG (2,4%0,2 vs 2,410,ImlL). Contudo, o tratamento com
sildendfil tendeu a diminuir o VG nos 10min iniciais (2,3%0,1mL), alcan¢ando
valores menores aos 20 e 30min (2,1X0,1 e 2,0X0,1mL, p<0,05,
respectivamente). A PA esteve diminuida 10min apés o tratamento com
sildendfil (85,3*x101mmHg, p<0,05) quando comparada ao periodo AM
(101+2,9mmHg), retomando a niveis similares aos basais, respectivamente
aos 20 e 30min apos o tratamento com sildendfil (102,2+£3,3 e 103+4,7mmHg,
p>0,05).

Figura 2.3.7 - Efeito do pré-tratamento

120 com Azul de Metileno (AM) sobre a
£ 100 1 ‘/‘\’i/k——l pressdo arterial média (PA, em mmHg) e
£ g0 o volume gastrico (VG, em mL) de ratos
S 604 anestesiados e tratados com sildenafil.

. Apos os 20min iniciais de monitoracdo
30 (periodo Basal), os animais (n=5) foram
—El L] n pré-tratados com AM (3mg/Kg — e.v.)
= . (periodo AM). Apés 20min, os ratos
O 25| _gm receberam injecao de sildenafil (3mg/Kg,
g - "'T n e.v.) e os dados obtidos nos 30min
8 [ " R ITLS .*. subsequentes agrupados em intervalos
® 20] - g consecutivos de 10min (Sil 10, Sil 20, Sil
E " 30). Os valores de VG obtidos por
IE pletismografia estdao indicados na forma
> 15 | | | | | de “scatter” com a linha horizontal

’ _ _ _ representando a mediana. Circulos
Basal AM Sil 10 Sil 20 Sil 30

fechados e linhas verticais representam
médiatEPM da PA, respectivamente. *,
P<0,05 vs periodo basal (ANOVA e teste de Dunnett).

Na figura 2.3.8 (painel A) observamos o efeito do pré-tratamento
com propranolol sobre o fendmeno de relaxamento gastrico induzido pelo
sildendfil. Apos o periodo basal, a injegdo de propranolol ndo modificou os
valores de VG (2,8%0,4 vs 2,910,4mL). Por outro lado, a administragcdo de
sildendfil tendeu a diminuir o VG, alcan¢cando valores significativamente
menores aos 20 e 30min (2,5%0,34 e 2,2%0,3mL, respectivamente). O pré-
tfratamento com propranolol (106,0+10,immHg) bem como o sildendfil

(89,1£10,6mmHg), ndo modificaram de forma significativa os niveis de PA
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desse grupo de animais quando comparados aos valores basais
(104,213,7mmHg), permanecendo sem alteragoes significativas nos 20min
posteriores a administragdo de sildenafil (103,1%9,4 e 101,5£9,5mmHqg).

Na figura 2.3.8 (painel B) observamos o efeito do pré-tratamento
cirrgico por esplacnotomia no relaxamento do estomago induzido pelo
sildenafil. Comparado aos niveis basais (3,2+0,2mL) o sildenafil aumentou
(p<0,05) os valores de VG (3,5%0,1mL) logo apés os 10min da injegdo do
farmaco, retornando para niveis similares aos basais nos 20min apés o
tratamento (3,2+0,3mL), e diminuindo significativamente esses valores nos
30min apds a injegdo (2,9%0,2mlL). J& a hipotensao arterial induzida pelo
sildendfil se manteve durante todo periodo experimental (57.6%2,8; 62,5+3,4
e 65,4%4,3mL respectivamente aos 10, 20 e 30min vs 102,4%2,3mL perido
basal, p<0,05,).

A B
2120 B 1204 % .
E 100 H‘i\f/iﬂ E 1001 *
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Figura 2.3.8 - Efeito do pré-tratamento farmacologico (propranolol) ou cirtuirgico
(esplancnotomia) sobre a pressdao arterial média (PA, em mmHg) e o volume gastrico
(VG, em mL) em ratos anestesiados e tratados com sildenafil.

No painel A, apos os 20min iniciais de monitoracao (periodo Basal), os animais (n=6)
foram pré-tratados com propranolol (2mg/Kg - e.v.) (periodo Prop). Apds 20min, os
animais receberam injecao de sildenafil (3mg/Kg, e.v.) e os valores de PA e VG obtidos
nos 30min subsequentes foram agrupados em trés intervalos consecutivos de 10min (Sil
10, Sil 20, Sil 30). No painel B, em animais previamente submetidos a esplancnotomia
monitoramos o VG e a PA por 20min (periodo Basal). Em seguida, os animais receberam
injecao de sildenafil (3mg/Kg, e.v.), sendo os valores de PA e VG obtidos nos 30min
subseqiientes agrupados em trés intervalos consecutivos de 10min (Sil 10, Sil 20, Sil 30).
Dados de VG obtidos por sistema barostato estiao representados na forma de “scatter”,
com a linha horizontal representando a mediana. Circulos fechados e linhas verticais
representam média£EPM da PA, respectivamente. ¥, P<0,05 vs periodo basal (ANOVA e
teste de Dunnett).
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2.4 - Estudo IV- Efeito do citrato de sildenafil sobre a

contratilidade de tiras isoladas do duodeno de ratos ex vivo.

2.4.1 - Animais e prepara¢ao das tiras

Neste estudo, utilizamos 28 ratos Wistar machos (180-2509g),
sacrificados por deslocamento cervical. Apdés exsanguinagdo, o duodeno
proximal foi isolado e dissecado, em seguida transferido para uma placa de
Petri contendo solugado fisiolégica padrao (Tyrode). Apds limpeza do lUmen
intestinal por injecdo com solugdo de Tyrode e dissecgdo do mesentério,
tiras isoladas do duodeno foram preparadas a partir dos segmentos. As tiras
foram cortadas transversalmente em pequenos segmentos (~ 0.5cm de
comprimento).

Em seguida, as tiras foram suspensas longitudinalmente em
cubas de vidro (com capacidade de 10mL), preenchidas com solugdo de
Tyrode, mantidas sob 37°C e pH 7,4, sendo continuamente aeradas com ar
ambiente. Uma das exiremidades das tiras foi ancorada a uma haste de
metal fixa no fundo da cuba enquanto a extremidade livre foi conectada a
um transdutor de for¢ga (Grass modelo FT.03).

Inicialmente aplicamos uma tensdo de 1g as preparagoes, as
quais foram mantidas em repouso por um periodo de 1h a guiza de
equilibrio e estabilizagdo. A tensdo exercida pela contratilidade de cada tira
foi monitorada por um sistema de aquisicao de dados (Dataq Instruments,
modelo DI200, Akron, OH, USA) e registrada continuamente (20Hz) em

microcomputador.

2.4.2 - Solugoes e drogas empregadas

A solucdo fisiologica padrdo — solugdo de Tyrode — foi
preparada de modo a conter: NaCl 136.0, KCI 5.0, MgCl. 0.98, CaCl. 2.0,
NaH2PO4 0.36, NaHCOs 11.9 e glicose 5.5 mM. As drogas utilizadas [1H-
(1,2,4)-oxadiazole-(4,3-a)-quinoxalin-1-one] (ODQ), azul de metilino (AM),

zaprinaste, papaverina, acetilcolina, carbacol e forskolina foram todas
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compradas junto a Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Ja o sildendfil foi
gentiimente cedido pela Pfizer®. Todas as solugoes foram obtidas
adicionando-se a substancia pura a solugcdo de Tyrode e em seguida
estocadas a 4°C em concentragoes de 100 a 1000 vezes maiores aquelas

existentes na cuba.

2.4.3 - Protocolos experimentais

Em um grupo de experimentos (n=9), obtivemos uma curva do
tipo dose resposta mediante a adigdo de doses crescentes e cumulativas de
sildendfil (0,1 a 300umol/L) ao banho, com intervalo de 5min entre cada
concentragdo ou de 10min quando necessdrio até a observagdo de
resposta platé. Utilizando o mesmo protocolo, examinamos também os
efeitos do zaprinaste e da papaverina, sob concentragoes iguais aquelas

empregues com o sildendfil (Figura 2.4.1).

-30 -10 0 5 35 50 min
. | 1 | | /I
Estabilizacao ' Basal 4'\ 4'\ 4'\ 4'\ Recuperagao
Sildenafil
Papaverina 0,1 pmol/L 300 pmol/L Lavagem
Zaprinaste

Figura 2.4.1 — Delineamento experimental utilizado para avaliacao do efeito do
sildenafil, da papaverina e do zaprinaste (doses crescentes e cumulativas — 0,1 a
300pumol/L) sobre a amplitude e a freqiiéncia das contracées espontaneas de tiras
isoladas de duodeno de rato ex vivo.

Para avaliar o eventual efeito antiespasmédico do sildendfil,
utilizamos tiras isoladas (n=6) de duodeno expostas durante 5min a doses
crescentes e cumulativas de sildendfil (0,1 a 300pmol/L), sendo que para
cada uma das concentragcoes de sildenafi era também adicionado
acetilcolina (1umol/L) ao banho. Ao final dos experimentos, os segmentos
foram lavados com solugcdo de Tyrode, esperando-se entdo, entre 5 a 10min,

a recuperag¢ao espontanea do tonus da preparagado (figura 2.4.2).
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ACh
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Sildenafil (0,1pmol/L) 1,0pmol/L 300 pmol/L  Lavagem
Figura 2.4.2 - Delineamento experimental utilizado para avaliacio do efeito

antiespasmodico do sildenafil sobre as contragoes de tiras isoladas de duodeno de rato
ex vivo induzidas por Acetilcolina (ACh).

Noutro grupo de experimentos (n=8) avaliamos o efeito mio-
relaxante do sildenafil mediante a adicao de concentragoes crescentes e
cumulativas de sildendfil (0,1 a 300umol/L) em banhos contendo espécimes
pré-contraidas com carbacol (1umol/L) (Figura 2.4.3). A diferenca nos
valores de tensdo correspondente a linha de base e o platéo de cada
contragcdo na auséncia e na presenca de sildendfil foi tida como o efeito

maximo desta droga e este indice considerado como o efeito relaxante do

sildendfil.
CCh
1pmol/L
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Figura 2.4.3 — Delineamento experimental utilizado para avaliacido do efeito mio-
relaxante do sildenafil sobre as contragoes de tiras isoladas de duodeno de rato ex vivo
induzidas por Carbacol (CCh).

Noutro conjunto de experimentos, avaliamos os efeitos de
agonistas e antagonistas autonémicos sobre a propriedade miorelaxante do
sildendfil. Para tanto, doses crescentes e cumulativas de sildendfil (0,1 a
300umol/L) foram adicionadas a cada 5min sobre tiras isoladas de duodeno
pré-tratadas com: inibidores da guanilato ciclase [azul de metileno
(10pmol/L, n=11) e ODQ (10umol/L, n=8)]; inibidor da NO-sintetase [L-NAME

(10umol/L, n=4) ou seu equivalente racémico D-NAME (10umol/L, n=7)] ou
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ainda com o substrato para a NO-sintetase: L-arginina (10umol/L, n=8)
(Figura 2.4.4).

AM (10pmol/L)

0oDQ (10pmol/L)

L-NAME (10pmol/L)

D-NAME (10pmol/L)

L-Aginina (10pmol/L)
-30 -10 0

-t U1
(%)
ul
ul
o
3
=]

|
Estabilizacdo Basal 4'\ 4\ 4\ 4'\ Recuperagao

Sildenafil (0,1pmol/L) 1,0pmol/L 300umol/L Lavagem

Figura 2.4.4 — Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do pré-
tratamento com azul de metileno (AM) (10pmol/L), ODQ (10upmol/L), L-NAME
(10umol/L), D-NAME (10pmol/L) e L-arginina (10pmol/L) sobre a propriedade mio-
relaxante do sildenafil (doses crescentes e cumulativas — 0,1 a 300pumol/L) observada
em tiras isoladas de duodeno de ratos ex vivo.

Ao final de cada experimento, os segmentos foram lavados
repetidas vezes com solugdo de Tyrode de modo a avaliar a recuperagao
espontdnea da contratilidade intestinal ao longo do periodo por até 1h. Os
dados daqueles experimentos nos quais as tiras ndo apresentaram a

recuperagao espontadnea da contratilidade foram descartados.

2.4.4 - Andlise estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM), sendo “n” o nUmero de observagoes para cada protocolo
experimental. Os dados foram comparados pela andlise de varidncia
(ANOVA) seguida de testes estatisticos pertinentes para moltiplas
comparagoes (conforme indicado nos resultados). As diferengas estatisticas
com p<0,05 foram tidas como significativas. Valores de ECso e ICxo (i.e., a
concentragcdo do agonista ou do antagonista capaz de promover 50% da
resposta observada) foram calculados por interpolagdo semi-logaritmica
dos dados e estdo dispostos no texto como média geométrica com intervalo
de confianga de 95% (Bland, 1995).
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2.4.5 — Resultados dos estudos de contratilidade in vitro.

2.4.5.1 - Efeitos antiespasmodico e mio-relaxante do sildendfil
sobre as contragoes induzidas por acetilcolina e carbacol em tiras isoladas
de duodeno de ratos.

O sildenafil mostrou importante efeito antiespasmédico sobre as
contragoes fdasicas induzidas por acetilcolina em tiras isoladas de duodeno
(n = 7) de ratos ex vivo de forma concentragdo dependente com o valor da
ICs0 correspondendo a 26,7 [15.6 — 57.6] umol/L (p < 0,001) (Fig 2.4.5, painéis
a e b). Da mesma forma, o sildenafil promoveu o relaxamento (p<0,001) de
tiras duodenais (n=8) submetidas a contragoes ténicas por carbacol, tendo
como ICsp um valor de 14,2 [9,5 - 26,7] umol/L (Fig 2.4.5 painéis b e c).

Figura 24.5 a e b -

a Sildenafil (M) Efeito antiespasmadico e
. H v P 100 %0 mio-relaxante do
osa sildenafil sobre as

contragoes induzidas por
acetilcolina (ACh) e por
....................... carbacol (CCh) em tiras
isoladas de duodeno de

a a a a a a I rato ex vivo.
ACh (1umol/L)
CCh (1 uM) Tracado tipico de
Sildenafil (uM) experimento acerca do
1 3 10 30 100 300 efeito do sildenafil sobre
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]

as contracoes fasicas
O'SQI— induzidas por acetilcolina
(ACh) (painel a) e

v contracdes tonicas
A e, W induzidas por carbacol
CCh (1umol/L) CCh (painel b) em tiras

isoladas de duodeno de
rato. No painel a podemos observar na porgao inferior tridngulos cheios, que indicam o
momento da administracdo de cada uma das doses de ACh (1umol/L) a intervalos de
5min. Ja no painel b, o triangulo cheio indica o momento da administracao do CCh
(1pmol/L) dose unica. O tempo de exposicdo (5min) da preparacdo sob cada uma das
doses de sildenafil (1 — 300umol/L), bem como o momento da adicao destas, estao
indicados por meio de circulos cheios na porgao superior dos painéis a e b. A lavagem da
preparacdo, visando a recuperacdo, esta indicada por meio de tridngulos vazios nas
figurasaeb.

Vale salientar que o sildendfil foi capaz de produzir, nas
concentragoes de 100 e 300pmol/L relaxamento adicional das tiras isoladas

de duodeno (correspondente a 25.2%8.1% da contragdo induzida por
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carbacol), ultrapassando o ténus basal da preparagado (Fig. 2.4.5, painéis a e
c). Ademais, tal efeito inibitério do sildendfil foi totalmente reversivel em
todas as preparagoes quando estas foram lavadas com a solugdo

fisiologica padrao.

Figura 245 ¢ - Efeito
1207 ACh fésica —o antiespasmédico e mio-relaxante
100 4 CCh tonica —A— do sildenafil sobre as contracoes

induzidas por acetilcolina (ACh) e
por carbacol (CCh) em tiras
isoladas de duodeno de rato ex
vivo.

[or]
o

60 -

40

O painel c apresenta os valores
percentuais (médiazEPM) de
relaxamento das preparagoes,
secundario ao sildenafil (1-
300umol/L), em relacao ao

20 1

-20 4

Contracgdo (% amplitude controle) @)

404 , , controle, sobre as contracoes
1 10 100 induzidas por acetilcolina
Sildenafil (umol/L) (triangulos vazios) ou carbacol

(triangulos cheios) de tiras

isoladas de duodeno de rato. *,

p<0,05, comparado ao controle —
contracao induzida pelo agonista (Ach ou CCh); #, p<0,05, comparado ao respectivo
tonus basal (teste de Dunett).

2.4.5.2 - Efeito inibitério do sildendfil sobre a atividade contrdtil
espontanea de tiras isoladas de duodeno de rato

As tiras de duodeno exibiram atividade contrdatil espontdnea
oscilatéria com forca média correspondendo a 496,2 + 43,1mg (n=446) numa
frequéncia de 28,0+1,6contragoes/min. Nas concentragoes de 0,1 a
300umol/L, o sildendfil reduziu, de forma concentragdo dependente, a
amplitude das contragoes (n=9) espontaneas com ECsp de 9,6 [5,7-
16,2]umol/L, com efeito maximo sob 300umol/L, na qual aboliv a atividade
contrdtil espontdnea em todas as preparagoes estudadas.

Ademais, este efeito inibitério do sildendfil foi significativamente
mais potente (p<0,05) quando comparado aos efeitos de outros conhecidos
inibidores de fosfodiesterases, como o zaprinaste e a papaverina, os quais

também diminuiram a atividade contrdtil espontanea das tiras de duodeno
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com valores de ECso de 91,6 [46,0 — 182,2] (n=8) e 78,5 [37,1 — 166,3]umol/L

(n=6), respectivamente (Figura - 2.4.6).

a

Sildenafil (umol/L)

3 10 30 100 300 03g |
. ) D) ° °

0.1 0.3

o

Sildenafil —@—
Papaverina —{1—
Zaprinaste —O—

b 100 -

80 -
60 -

40 -

Amplitude (% do controle)

20 A

0,1 1 10 100

Concentracéo (umol/L)

Figura 2.4.6 — Efeito inibitorio do sildenafil, da papaveria e do zaprinaste sobre as
contracoes espontaneas de tiras isoladas de duodeno de rato.

No painel a observamos tracado tipico representativo do efeito da adicdo de
concentragdes crescentes e cumulativas de sildenafil (0,1 — 300umol/L) sobre a
amplitude das contracoes espontaneas de tiras de duodeno. Os intervalos (5min) e as
concentragoes utilizadas de sildenafil estdo indicados na barra superior por circulos
fechados. A lavagem da preparacgao, visando a recuperacao da contratilidade espontanea
duodenal, esta indicada por meio de triangulo vazio. A recuperacdo esta representada no
tempo real dos experimentos. O painel b apresenta os valores percentuais (média:EPM)
de relaxamento das preparacoes, em relacao ao controle, dos tratamentos com:
sildenafil-(circulos cheios), papaverina-(quadrados vazios) e zaprinaste-(circulos vazios)
sobre as contracoes espontaneas de tiras isoladas de duodeno de rato.

2.4.5.3 - Efeito de inibidores da guanilato ciclase sobre a agao
miorelaxante do sildendfil em tiras isoladas de duodeno de ratos

Em preparagoes (n=11) previamente tratadas (5min) com azul
de metileno (AM) (10umol/L), inibidor inespecifico da guanilato ciclase, os
valores de ECso do sildendfil foram significativamente (p<0,05) aumentados
para 39,0 [23,9 - 63,4]umol/L. Na presenca do ODQ (10umol/L), inibidor
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especifico da guanilato ciclase, os valores de ECsy do sildenafil também
foram significativamente (p<0,05) aumentados para 43,8 [24,,5 - 78,3] umol/L
(n=8), quando comparados aos valores encontrados nas preparagoes

tratadas somente com sildenail (ECso de 9,6umol/L) (Figura 2.4.7).

a
Azul de Metileno (10umol/L)

Sildenafil (umol/L)

0.1 0.3 1 3 10 30 100 300 0_3g|
[ ] [ ] [ ] [ ] [ J [ ] [ J [ ]
v 3 min
140 - Controle —@ Flgura, 2.4.7 — Efeitos
Azul de Metileno (10pmol/L) —>— do pré-tratamento com

ODQ (10umoliL) —4— azul de metileno (AM) e
do ODQ sobre a
propriedade mio-
relaxante do sildenafil
em preparacgoes de tiras
isoladas de duodeno de
rato ex vivo.

120 4
100 -
80 -

60 -

No painel (a) podemos
observar tracado tipico
representativo da acao
do sildenafil sobre as
, , , , contracoes de tiras de
0.1 1 10 100 duodeno na presenca
de AM (10umol/L). O
periodo de exposicao
da preparacao ao AM
esta indicado na linha
superior. As adigoes de sildenafil em concentracdes crescentes e cumulativas (0,1 — 300
umol/L), os intervalos (5min) bem como as concentracoes das drogas estao indicados na
barra superior por meio de circulos fechados. A lavagem da preparacdo, visando a
recuperacao da motilidade espontanea duodenal, esta indicada como triangulo vazio. A
recuperacao esta representada no tempo real dos experimentos. No painel (b) o grafico
representa os valores (médiatEPM) percentuais do relaxamento das contragoes
espontaneas das tiras de duodeno de rato na presencga de sildenafil (circulos fechados),
na presenca de sildenafil e AM (10umol/L - losangos vazios), bem como na presenca de
sildenafil e ODQ (10umol/L - losangos fechados).

40 -

Amplitude (% do controle)

20 4

Sildenafil (umol/L)

2.4.5.4 - Participagdo da via nitrérgica na agdo miorelaxante do
sildenafil em tiras isoladas de duodeno de rato

O efeito inibitério do sildenafil na motilidade intestinal também
foi estudado na presenca de agentes farmacolégicos que modulam as vias

da NO-sintetase, como L- ou D-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME (n=6) e D-
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NAME (n=7), 10umol/L, respectivamente isbmeros ativo e inativo com ag¢ao
inibitéria sobre a atividade da NO-sintetase); a L-arginina (10umol/L, n=8)
(precursor da sintese de NO) ou ainda o nitroprussiato de sodio (NPS)
(1umol/L, n=4), notdvel doador de NO.

Examinando as curvas concentragdo-efeito, verifica-se que o
efeito do sildendfil foi significativamente inibido quando da presen¢a de L-
NAME (ECso de 50umol/L), mas ndo na presenca de D-NAME (ECso de
10pmol/L). Ja na presenca de L-arginina (10umol/L), o efeito do L-NAME
pode ser revertido (ECso de 14,2umol/L) (Figura 2.4.8). Ja o NPS aumentou o

efeito inibitério do sildendfil (ECso de 8pmol/L).

Figura 2.4.8 — Efeitos do
pré-tratamento com L-
NAME, D-NAME ou L-
Arginina (L-Arg) sobre a
propriedade miorelaxante

120 q

100 A

g do sildenafil em

£ 801 preparacoes de tiras

8 isoladas de duodeno de

S rato ex vivo.

8]

E O grafico representa os

E 40 - valores (médiatEPM)

< percentuais do
relaxamento das

20 A ~ a
contracoes espontaneas

das tiras de duodeno de

. . . . . . : . rato na presenca de

01 1 10 100 sildenafil (0,1-

Sildenafil (umol/L) 30010umol/L  tridangulos

vazios), na presenca de

sildenafil e L-NAME (10umol/L - circulos vazios), na presenca de sildenafil e D-NAME

(10umol/L - circulos cheios), bem como na presenca de sildenafil, L-NAME e L-Arg
(10umol/L - triangulos vazios).

2.4.5.5 - Participacdo do AMP ciclico na agdo miorelaxante do
sildenafil em tiras isoladas de duodeno de ratos.

A adicdo prévia da forskolina a solugdo do banho (n=6)
produziu aumento no efeito miorelaxante do sildenafil,b, com ECso
correspondendo a 8,2 vs 9,6umol/L das preparagoes controle (p<0,05)
(Figura 2.4.9).
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Figura 2.4.9 — Efeito do pré-
tratamento com forskolina
sobre a propriedade
miorelaxante do sildenafil
em preparacoes de tiras
isoladas de duodeno de rato
ex vivo.

O grafico representa os
valores (médiatEPM)
percentuais do relaxamento
das contracbes espontaneas
das tiras de duodeno de rato
na presenca de sildenafil
(circulos fechados), bem
como na presenca de
sildenafil e forskolina
(10umol/L - circulos vazios).
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3 - DISCUSSAO

Entdo é chegada a hora ....

(Antoine Saint Exupéry)

62



Mostramos que a administragao e.v. de sildendfil: i) retarda o
esvaziamento gdastrico (EG), o fransito gastrintestinal (GI) e o fransito
intestinal de liquido em ratos acordados; além de ii) aumentar a
complacéncia gadstrica de ratos anestesiados. J& em ensaios in vitro, o
sildendfil apresenta iii) efeitos antiespasmédico e miorelaxante sobre tiras
isoladas de duodeno de ratos ex vivo.

Vale salientar que os efeitos do sildendfil e.v. sobre o EG e sobre o
transito Gl se iniciaram cerca de 20min apoés a administragdo do farmaco e
assim se mantiveram por pelo menos 40min apds este tratamento. Num
grupo separado de animais, a pressao arterial foi monitorada de forma
continua, sendo descontinuada apenas por ocasido da gavagem. Para
tanto, utilizamos um sistema para aquisicdo e registro de dados em
microcomputador (PowerLab-ADInstruments®), considerado padrdo pela
literatura. Os resultados basais de pressao arterial sdo semelhantes aos
obtidos por outros autores (Cardoso et al., 2005). O sildendfil produziv fugaz
efeito hipotensor, tendo a PA retornado a niveis similares aos basais logo
apoés 10min do tratamento, tal como ocorre com outras drogas com agdo
nas fosfodiesterases (Dundore et al., 1992).

Empregamos nos estudos de EG e de transito Gl, metodologia
baseada na reten¢ao fracional de um corante, o vermelho-fenol (Hunt, 1951;
Reynel e Spray, 1956). Esta técnica estd bem estabelecida na literatura
(Sharma, 1985), e é extensivamente utilizada em nosso laboratério (Rego et
al., 1998; Gondim et al., 1999; Silva et al., 2002 e Camurg¢a et al., 2004).

Este método se presta a avaliagdo da motilidade gastrintestinal,
sendo bastante eficaz para estudos de EG e transito Gl. Ainda que implique
em gavagem da refeicao, o fato de poder ser utilizado em animais
acordados é vantagem adicional, ao evitar o eventual efeito da anestesia
sobre as fungoes autonGmicas, minimizando estas interferéncias nas
condi¢coes dos animais (Bueno et al., 1978). Vale salientar que os indices de
motilidade gastrintestinal, isto é as taxas de retengao fracional do corante

no estdbmago e no intestino, obtidos em ratos tratados somente com diluente
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sao similares aos descritos por outros autores (Ronsini et al., 2000; Collares et
al., 2003).

Os achados de retarde no EG e no transito Gl podem estar
relacionados com a metodologia utilizada, pois o vermelho fenol, marcador
usado na refeicdo teste, é sensivel as modificagcées do pH (Almeida et al.,
2005). Ademais, eventuais efeitos do sildendafil sobre a secre¢ao clorido-
péptica podem interferir nos resultados obtidos, pois o sildendafil pode
bloquear também as FDE’s do tipo 5 presentes nas células secretoras do TGl
(Sopory et al., 2004).

Para afastar esse eventual viés, redlizamos uma série de
experimentos com animais cuja secregdo gastrica de HCl fora reduzida pelo
pré-tratamento com omeprazol - potente inibidor da bomba de proétons.
Comparado aos valores encontrados nos animais controle, o omerprazol
diminuiu de forma significativa per se as taxas de retengdo gastrica. Nos
animais pré-tratados com omeprazol, o sildenafil promoveu elevagdo nos
valores de retengdo gastrica, tal como aquela encontrada nos animais pré-
tratados com diluente.

Nossos resultados de retarde no EG e no transito Gl sao
compardveis aos encontrados por Sarnelli e colaboradores (2004) e Patil e
colaboradores (2005) indicando que o sildenafil aumenta significativamente
a retengdo gdastrica poés-prandial e retarda o esvaziamento gdstrico de
refeicdo liquida em voluntdrios sadios e camundongos, respectivamente.
Segundo a interpretagcdo prevalente dos especialistas, o retarde no
esvaziamento gastrico de liquido, tal como provocado pelo sildendfil, deve
advir do menor tonus do estomago proximal (Kelly, 1980) e/ou da maior
resisténcia antroduodenal ao fluxo de liquido (Weisbrodt, 2001).

O estobmago, por intervengcdo das suas porgoes proximal e distal,
pode determinar diferentes padroes de EG para variados tipos e
composicoes de refeicoes (Rao e Schulze-Delrieu, 1993). O segmento
proximal funcionaria como reservatério, capaz de acomodar a refeicao
enquanto as contragoes fasicas do antro e corpo proveriam o gradiente de

pressdo para mistura dos conteddos intraluminais, auxiliando na propulsdo
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do conteldo gastrico para o duodeno (Rao e Schulze-Delrieu, 1993 e
Weisbrodt, 2001).

No presente estudo, utilizamos um sistema pletismomeétrico para
monitorar continuamente as variagoes do volume gdstrico em ratos
anestesiados. Além de importante efeito hipotensor, verificamos que o
sildendfil é capaz de diminuir de forma dose dependente e sustentada o
tonus da musculatura lisa do estdbmago, aumentando, portanto, a
complacéncia gdstrica.

Tal sistema, previamente desenvolvido e validado em nosso
laboratério (Graga et al., 2000), se mostra, segundo Souza e colaboradores
(2003), adequado para monitorar continuamente as variagoes do téonus do
estomago (em especial das porgoes proximais, o fundo e o ter¢o proximal
do corpo gastrico), refletindo modificagoes do volume gastrico e, em Ultima
instdncia, a complacéncia gastrica. Tal sistema foi, inclusive, recentemente
adaptado para uso em camundongos (Monroe et al., 2004).

O presente resultado de aumento na complacéncia gdastrica pelo
sildendfil confirmam os achados de Sarnelli e colaboradores (2004) que
observaram aumento significativo na complacéncia gastrica de voluntarios
sadios apoés a ingestdo de um comprimido de sildendfil (Viagra®), na dose
de 50mg comumente empregue na terapéutica da disfungao erétil.

Chama a atencao o importante efeito hipotensor do sildenafil nos
animais anestesiados, mesmo tendo-se o cuidado de adotar dose menor
(3mg/Kg) do que a dos estudos com animais acordados (4mg/Kg), quando
o sildendfil apresentou efeito hipotensor apenas transitério. Embora estudos
anteriores do nosso grupo (Capelo et al,1983; Graga et al., 2002) indiquem
que a hipotensao arterial advinda de hemorragia ocasione aumento da
complacéncia gdstrica em ratos anestesiados, consideramos que o
presente aumento da complacéncia gastrica pelo sildendfil seja resultante
de acdo mio-relaxante do farmaco sobre a célula muscular lisa do
estomago (Rosalmeida et al., 2002), pois outros reconhecidos agentes
hipotensores, tais como acetilcolina, histamina e bradicinina nao diminuem

o toénus gastrico (Bojo et al., 1994; Weisbrodt, 2001).
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Tendo em vista que o sildendfil, ao ultrapassar a barreira hemato-
encefdlica, pode inibir as FDEs do tipo 5, presentes no sistema nervoso
central (Beavo, 1995; Vobig, 1999), é possivel que o presente aumento da
complacéncia gastrica também esteja relacionado ao aumento da
atividade simpdatica promovida pelo préprio sildendfil (Phillips et al., 2000;
Ishiguchi et al., 2000) e/ou ainda aos efeitos reflexos de ativagao simpdatica
decorrentes da agdo direta do sildendfil ou pela diminuvigdo expressiva dos
niveis de PA.

Neste sentido, verificamos nos estudos de complacéncia gastrica
possivel participagdo do sistema nervoso autébnomo - no seu componente
simpdtico - modulando o aumento da complacéncia gdstrica pelo
sildendfil. Assim, a prévia esplancnotomia ou o pré-tratamento com
propranolol; conseguiram ambos, reverter, por completo, o aumento da
complacéncia gastrica induzido pelo sildendfil.

Somado a isso, a hipotensao arterial desencadeada pela injegcao
e.v. de sildendfil, pode promover, per se, aumento da atividade simpdtica
para o TGl e, consequentemente promover aumento da complacéncia
gastrica tal como descrito por Bojo e colaboradores (1994), ao verificarem
que a ioimbina, reconhecido agente antagonista a-2 adrenérgico, aumenta
a complacéncia gdstrica de ratos anestesiados.

Vale ressaltar que o padrdao de motilidade duodenal também pode
determinar alteragées na taxa de esvaziamento gdstrico, uma vez que as
porcoes iniciais do duodeno parecem atuar como barreira ou “freio” ao
esvaziamento gdstrico, em especial das refeicoes soélidas e caldricas
(Weisbrodt, 2001; Haba et al., 1993).

Diante dessa hipétese realizamos outra série de estudos para
avadliagcdo do efeito do sildendfil no transito intestinal de ratos acordados,
mediante cintilografia. Com esse propésito, um grupo de animais recebeu a
refeicdo teste, 1,0ml de solugao salina isotéonica marcada com "mTc-fitato,
diretamente no duodeno, por meio de canula previamente implantada. O
transito intestinal foi ao final estimado por meio da progressdo do marcador

ao longo do intestino delgado.
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Essa técnica foi descrita por Miller e colaboradores (1981) e os
resultados aqui descritos no grupo de ratos tratados com diluente sao
semelhantes aqueles descritos por outros autores (Taylor et al.,1985; Troncon
et al., 2000). Os resultados indicam importante retarde no transito intestinal
da refeicdo teste nos animais pré-tratados com sildendafii quando
comparado ao grupo tratado com diluente.

A propriedade inibitéria da motilidade gastrintestinal pelo sildendfil,
capaz de promover retarde do EG, do transito Gl, do transito intestinal e
aumento da complacéncia gdstrica, nos levaram a desenvolver novo grupo
de estudo empregando tiras isoladas de segmentos do trato gastrintestinal
de ratos, para esclarecer o mecanismo de agado inibitéria do sildenafil sobre
a musculatura lisa gastrintestinal.

Em 1917, Paul Trendenlenberg desenvolveu a preparag¢do in vitro
do estudo farmacoldégico do reflexo peristaltico, modelo cldassico para
avaliagcdo dos fenomenos envolvidos na contragdo e no relaxamento da
musculatura lisa em geral (Davenport, 1989). No presente estudo a
preparacao foi acoplada a um sistema para aquisicdo e registro em
microcomputador (Dataq Instruments Akron®) permitindo a monitoragao
continua da contratilidade (espontdnea e induzida) de tiras isoladas da
musculatura longitudinal do duodeno. O delineamento experimental
uvtilizado foi similar ao descrito por outros autores (Leal-Cardoso et al., 2002;
Magalhaes et al., 2004).

Os estudos da contratilidade in vitro indicam que o sildendfil, nas
concentragoes entre 0,1 a 300umol/L, apresenta efeito inibitério sobre tiras
isoladas de duodeno de ratos. Essa inibicdo estd na mesma diregdo dos
resultados obtidos com preparagcées isoladas do trato génito-urindrio
(Jeremy et al., 1997; Chuang et al., 1998), os quais mostram efeito inibitério
ainda mais potente do sildendfil, com ICs5, de ordem de 4nM.

A reducao da amplitude das contragoes duodenais espontdaneas
pelo sildendafil foi mais potente do que as obtidas pelo zaprinaste ou
papaverina, conhecidos inibidores das fosfodiesterases (Kukovetz et al.,
1970; Harris et al., 1989, Gibson, 2001).
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Vale salientar que os efeitos antiespasmoédico e mio-relaxante do
sildenafil desaparecem apés a lavagem da preparagdo. A inibicdo das
contracoes fdsicas induzidas por acetilcolina e das contragdes ténicas
promovidas pelo carbacol em tiras isoladas de duodeno de ratos é entdo
seguida de recuperagcdo quase completa da atividade contrdtil
espontaneaq, indicando a viabilidade da preparagao.

Tais efeitos inibitérios do sildenafil em preparagoes longitudinais do
duodeno explicariam, em parte, a propriedade deste farmaco em retardar o
transito intestinal, pois o encurtamento da musculatura longitudinal intestinal
auxilia na propulsdo do bolo alimentar ao longo do TGl (Rao e Schulze-
Delrieu, 1993; Weisbrodt, 2001).

A conduta motora do musculo liso gastrintestinal é diversa:
enquanto o esfincter esofagiano inferior exibe intensa contragdo ténica, a
musculatura gdstrica e intestinal exibem contragoes fasicas com distintas
ritmicidades.

No midcito liso gastrintestinal, os neurotransmissores promovem a
abertura de canais dependentes de vollagem na membrana celular
ocasionando influxo de Ca** bem como liberagcao de Ca** dos estoques
citoplasmaticos via fosfatidilinositol tri-fosfato (Rao e Schulze-Delrieu, 1993;
Weisbrodt, 2001). Assim, mesmo sob potencial de membrana estavel,
ativadores da proteina G podem liberar Ca**. Pela idéia prevalente, o Ca**
citoplasmadtico ao se ligar a proteina calmodulina ativaria a proteina
quinase de cadeia leve, a qual potencializa a capacidade da actina em
ativar a miosina-Mg**-ATPase para em seguida ocorrer hidrélise do ATP
ligado a cabeg¢a da miosina, provocando o deslizamento dos miofilamentos
(Corbin et al., 1999; Weisbrodt, 2001).

Por outro lado, os estoques citosdlicos de Ca** sdo subtraidos pela
ativagdo da enzima Ca**ATPase (transferindo Ca*+ para fora da célula ou de
volta aos estoques intracelulares) bem como pela prépria repolarizagdo
(inibindo a entrada de Ca**, via canais operados por voltagem), ou ainda

por acdo da bomba Ca**/Na*-ATPase. A miosina é entdo desfosforilada,
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inferrompendo a interagao miofilamentar e permitindo o relaxamento
muscular (Corbin et al., 1999; Weisbrodt, 2001).

O estado de contragcdo e relaxamento do moisculo liso é
determinado, também, pelo balango intracelular dos nucleotideos ciclicos
(AMPc e GMPc), sistemas do tipo segundo mensageiro, os quais sdo
sintetizados, respectivamente pela adenilato e guanilato ciclases e
degradados por enzimas intracelulares conhecidas como fosfodiesterases
(FDEs) (Beavo, 1995; Corbin et al., 1999). (Fig. 3.1)

Neuroénios ou
Endotélio
Figura 3.1 —
l Figura ilustrativa
_ . ATP do mecanismo
—» Guanilato Ciclase l de relaxamento

do musculo liso.

; Proteina
Oxido GTP
Nitrico

nibe GMP ____ , PKG ADP
SILDENAFIL > FDE-5

Proteina-P (GTP—guanosina
GTP-5' trifosfato; )
GMP—guanosina
Diminui [Ca™]; monofosfato;
FDE-
Relaxamento fosfodiesterase;
Musculo Liso PKG—proteina
quinase G;
ATP- adenosina trifosfato; ADP — adenosina difosfato; P-fosforo; [Ca**];- concentracdo
intracelular de calcio. Adaptada de Corbin et a/. (1999)

As fosfodiesterases constituem superfamilia de enzimas (isoformas)
que catalizam a reagdo de hidrdlise dos 3’,5’ nucleotideos ciclicos aos seus
correspondentes nucleosideos. Atualmente, as FDEs sao classificadas em 11
familias (Fawcett et al., 2000) e inibidores seletivos das FDEs ja foram
identificados para alguma delas.

Segundo vdrios autores (Polson e Strada, 1996; Raeburn e Advenier,
1995; Qiv et al.,, 2001; Kaneda et al., 2003), o relaxamento induzido por
inibidores seletivos de FDEs em diferentes muisculos lisos depende dos niveis
infracelulares de AMPc e/ou de GMPc. No musculo liso coldnico de caes
bem como do estomago de ratos foi descrito relaxamento pelos inibidores
de FDEs (Barnette et al.,1993; Jin et al., 1993). Adicionalmente, Tomkinson e

Raeburn, 19946 estudaram a poténcia de diversos inibidores de FDEs frente a
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contragoes colinérgicas para o musculo liso intestinal, em especial no ileo
de cobaia e de rato.

O sildendfil se tornou bastante conhecido devido a sua eficacia na
terapéutica da disfuncdo eréti, promovendo uma revolugdo no
comportamento sexual humano (Jonas, 2001; Steidle, 2002). Estd bem
estabelecida que a agdo miorelaxante sobre os vasos sanguineos dos
corpos cavernosos penianos se da por inibicdo seletiva da fosfodiesterase
do tipo-5 (Boolell et al., 1996 a e b; Ballad et al., 1998).

Recentemente observou-se que o sildendfil modifica também a
motilidade gastrintestinal. Inicialmente descrito como agente relaxante do
esfincter esofagiano inferior em pacientes com acaldsia (Bortolotti et al.
2000), observamos, talvez em primeira mao, que o sildendfil retarda o
esvaziamento gdstrico e ftransito gastrintestinal de liquido em ratos
acordados (Rosalmeida et al., 2000). O sildendfil ndo sé inibe as contragoes
antro-duodenais como também retarda o esvaziamento gdstrico e o transito
gastrintestinal de liquido, seja em animais ou voluntdrios sadios (Bortolotti et
al., 2001; Zhang et al., 2001; Rosalmeida et al., 2003, Patil et al., 2005).

A motilidade gastrintestinal “minuto-a-minuto” resulta da complexa
interacdo de uma série de neuro-tfransmissores adrenérgicos, colinérgicos e
ndo adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC), alguns com ag¢do excitatéria e
outros inibitoria. O éxido nitrico (NO), sintetizado pelos neurdnios do plexo
mio-entérico a partir da arginina, é considerado o principal neurotransmissor
NANC das células musculares lisas do trato gastrintestinal (Du et al., 1991;
Stark et al, 1992; Sanders et al, 1992).

O NO inibe a atividade contratii da musculatura lisa do TGI de
animais e de humanos, agindo diretamente sobre as células musculares
e/ou indiretamente modulando reflexos neurais do TGl (Gustafsson et al.,
1990; Kurjak et al., 1999). E opinido prevalente que o NO atue como
neurotransmissor na peristalse esofdgica e no relaxamento do esfincter
esofdgico inferior (Rhee et al.,, 2001). O NO também induz o relaxamento
receptivo do estobmago - que acomoda a refeicado ingerida - e modula a

motilidade inter-digestiva do TGl (Desai et al.,, 1991; Maczka et al., 1993;
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Sarna et al., 1993; Anand et al., 1994; Rodriguez-Membirilla et al., 1995; Russo
et al., 1999).

O efeito relaxante do NO sobre a musculatura lisa decorre da
ativagdo guanilato cilclase, enzima do citoplasma celular, que estimula a
conversdio do GTP a GMP ciclico (Kostka et al, 1993). Os niveis
citoplasmaticos deste nucleotideo sdo reguladas pelo balango entre a
sintese e a degradagdo, efetuada pela FDE do tipo 5 - uma isoforma das
FDEs que degradam o GMPc. Esse conjunto de enzimas estd presente nas
células da musculatura lisa do TGl (Beavo, 1995).

Bloqueadores das FDEs, ao inibirem a degradagcdo do GMPc,
relaxam a musculatura lisa mediante o aumento da concentragcdo
infracelular de GMPc com a elevagdo dos niveis da proteina quinase G e a
diminuigcdo dos niveis intracelulares de Ca*+ (Ballard et al., 1998; Boolell et
al., 1996 a e b).

Os efeitos inibitérios do sildendfil sobre a motilidade do TGI
dependentes de GMPc, sao consistentes com as propriedades
miorelaxantes dos doadores de NO, tanto em humanos como em animais
(Sun et al., 1998; Allescher et al., 1992).

Neste sentido, observamos que o sildendfil foi efetivo em inibir a
motilidade espontanea de tiras isoladas de duodeno de ratos. Ademais,
esta inibigdo foi antagonizada pelo pré-tratamento com L-NAME, mas ndo
pelo seu isomero inativo (D-NAME) e revertida pela L-Arginina, enquanto o
relaxamento induzido pelo sildendafil foi ampliado pelo nitroprussiato de
sodio (NPS). Em ensaios in vivo, a nitro-arginina (L-NNA), outro bloqueador
da NO sintetase, também preveniu o aumento da complacéncia gdastrica
pelo sildendfil, efeito este ampliado pelo NPS.

A inibicao, pelo sildendfil, da contratilidade espontanea de tiras
isoladas de duodeno bem como o aumento da complacéncia gastrica de
ratos anestesiados foi prevenida pelos pré-tratamentos com o ODQ e/ou
azul de metileno, inibidores da guanilato ciclase (Garthwaite et al., 1995).
Tais resultados sao consistentes com os relatos de outros autores de que o

sildendfil inibe a contratilidade do Utero in vitro de ratas mediante aumento
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dos niveis intracelulares de GMPc por inibicdo da FDE tipo 5 (Agha et al.,,
2001).

Em preparacoes isoladas de corpos cavernosos de humanos,
Jeremy e colaboradores (1997) e Chuang e colaboradores (1998)
evidenciaram a participagdo do GMPc e da FDE do tipo 5 no efeito
vasodilatador do sildendfil face a prevengdo deste efeito pelo ODQ. Ja em
preparagoes de vasos deferentes de humanos, o efeito mio-relaxante do
sildendfil se mantém mesmo quando do pré-tratamento com ODQ (Medina
et al., 2000).

Coletivamente esses dados indicam que o efeito do sildendfil
depende do tipo de tecido estudado ou ainda da participagao de outras
vias de ag¢do. Neste estudo, a forskolina - ativador da adenilato ciclase -
potencializou o efeito mio-relaxanrte do sildendfil, sugerindo a participagao
do sistema AMPc no efeito inibitério do sildendfil na contratilidade
gastrintestinal.

A inibicao pelo sildendfil da motilidade gastrintestinal quanto ao
esvaziamento gdastrico, aos transitos gastrintestinal e intestinal, a
complacéncia gastrica e a contratiidade de tiras isoladas do duodeno
juntamente com os relatos de outros autores, ajudam a entender as
frequentes alteragoes gastrintestinais descritas em pacientes submetidos ao
tfratamento com Viagra®. Segundo Moreland e colaboradores (1999) e
Cantrell (2004), cerca de 3% destes individuos apresentariam sintomatologia
gastrintestinal, como diarréia e dispepsia.

Este estudo também sugere potencial relevdancia terapéutica do
sildendfil, capaz de aumentar a complacéncia gastrica e assim beneficiar
um grupo de pacientes com gastroparesia diabética ou secunddria a
insuficéncia renal, os quais apresentam comprometimento da capacidade
acomodativa do estomago apods a ingesta (Marshall, 1998; Watkins et al.,
2000; Bianco et al., 2002; Dishy et al., 2004). O aumento da complacéncia
gastrica induzido pelo sildendafil também poderia beneficiar pacientes
dispépticos que sofram de hipersensibilidade gastrica (Vandenberghe et al.,,

2005). Em ensaios clinicos ainda ndo publicados, observamos também
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aumento da complacéncia retal e diminuvigcdo da sensibilidade colonica em
pacientes com doenca inflamatéria intestinal apés a ingesta de 50mg

Viagra®.

Estudos ora em andamento no nosso laboratério indicam ainda
que o sildendafil também confere protecdo contra lesdes gdstricas induzidas
pelo fratamento com drogas anti-inflamatérias ndo-esteroidais em ratos

acordados (Santos et al., 2005).

Em resumo, observamos neste trabalho que o citrato de sildendfil,
além de transitoria hipotensao arterial, retarda i) o esvaziamento gastrico, os
transitos gastrintestinal e intestinal de liquido em ratos acordados; enquanto
ii) aumenta a complacéncia gastrica em ratos anestesiados e iii) apresenta
efeitos antiespasmoédico e mio-relaxante sobre tiras isoladas de duodeno de
ratos ex vivo. A inibicao do sildendafil sobre a motilidade do TGI envolveria a
dominio sistémico a ativagcdo do sistema nervoso simpdtico e em nivel
celular dependeria da dindmica reacional dos componentes da cascata
NO/GMPc/FEDs, podendo em doses farmacolégicas envolver ainda os niveis

infracelulares de AMPc.
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4-CONCLUSOES
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A administragdo e.v. de sildendfil diminui o esvaziamento gastrico e
retarda os transitos gastrintestinal e intestinal de liquido em ratos

acordados;

A administragdo e.v. de sildendafil aumenta a complacéncia gastrica

de ratos anestesiados;

Administragdo e.v. de sildendfil diminui de forma transitéria a pressao
arterial de ratos acordados e de modo duradouro a pressao arterial de

animais anestesiados;

O sildendfil apresenta efeitos mio-relaxante e antiespasmoédico sobre
a contratilidade espontdnea e induzida de tiras isoladas de duodeno

de ratos;

O efeito inibitorio do sildendfil sobre a contratiidade de tiras de
isoladas de duodeno de ratos esta relacionado aos componentes da
cascata NO/GMPc/FDEs;

O efeito do sildendfil sobre a complacéncia gdstrica é mediado
conjuntamente pelo sistema NO/GMPc e pela ativagao central ou

periférica do sistema nervoso simpatico;
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APENDICE 1 - Valores individuais de Retengdo Gdstrica e Gastrintestinal nos animais
controle (cont) (HCI 0,01N) e tratados com sildenafil (sil) (4mg/Kg), sacrificados aos:
Est - estomago: Prox. - proximal: Méd - medial: Dist - distal.

1.1- 10min pés-prandiais

Animais Est Est Prox Prox Med Med Dist Dist
Sil Cont Sil Cont Sil Cont Sil Cont

1 53,27 | 40,55 30,22 35,94 14,53 18,05 1,96 5,40

2 54,60 | 39,24 23,91 38,06 14,93 16,23 6,53 6,34

3 59,77 | 48,93 21,67 31,24 13,27 19,50 5,27 0,00

4 63,03 | 44,30 24,38 30,06 7,59 24,18 4,98 1,12

5 50,49 | 48,20 21,62 22,14 17,49 29,65 10,38 0,00

6 49,80 35,53 11,79 2,80

7 49,59 32,24 14,24 3,10

8 45,26 25,10 17,91 11,71

1.2 -20min pés-prandiais

Animais | Est Est Prox Prox Med Med Dist Dist
Sil Cont Sil Cont Sil Cont Sil Cont

1 33,41 | 22,50 33,74 34,49 19,20 26,97 13,64 16,02

2 31,91 | 24,88 38,62 31,58 21,28 33,59 8,16 9,92

3 33,54 | 22,90 40,51 21,84 19,66 35,90 6,20 19,35

4 35,75 | 24,45 45,26 20,69 16,50 39,60 2,40 15,50

5 39,63 | 27,34 33,68 25,72 14,96 33,11 11,61 13,81

6 37.54 | 32,25 26,71 21,61 20,51 21,56 15,21 23,86

7 39,69 | 23,28 31,18 34,45 16,49 32,03 12,62 10,22

8 48,46 13,99 17,77 19,76

9 39,66 27,70 19,34 13,28

10 33,08 43,87 14,18 8,85

1.3- 30min pés-prandiais

Animais | Est Est Prox Prox Med Med Dist Dist
Sil Cont Sil Cont Sil Cont Sil Cont

1 19,18 | 25,95 32,23 25,79 27.42 38,32 21,16 9,92

2 17,39 | 32,90 23,74 16,35 32,05 33,43 26,80 17,30

3 18,61 | 34,33 51,66 17,98 28,53 32,96 1,18 14,71

4 14,74 | 39,80 23,10 20,87 40,77 9,68 21,30 29,63

5 38,20 | 14,57 23,66 17,90 32,08 58,65 6,96 8,86

6 24,51 | 8,82 16,11 11,86 38,80 43,87 20,56 35,43

7 28,54 38,79 10,72 21,22

8 37.23 18,48 26,85 17,41

9 37.81 50,55 10,32 1,30




APENDICE 2 - Valores individuais de Retencdio Gdstrica e Gastrintestinal nos animais pré-
tratados com Omeprazol distribuidos em controle e tratados com sildenafil, sacrificados
aos 10min po6s-prandial. Controle (cont) (HCI 0,01N) sildenafil (sil) (4mg/Kg),

Est - estomago: Prox. - proximal; Méd - medial: Dist - distal

Animais | Est Est Prox Prox Méd Med Dist Dist
Sil Con Sil Cont Sil Cont Sil Cont

1 28,02 | 21,21 15,47 | 22,15 54,42 25,05 2,09 31,58

2 18,38 | 13,93 | 12,69 10,65 51,15 69,03 17,78 6,39

3 12,81 | 13,99 |31,98 |3,09 52,47 76,25 2,73 6,67

4 17,24 | 7,14 67,91 46,18 12,46 35,36 2,38 11,31

5 58,81 34,17 4,83 2,19

6 43,87 12,94 38,57 4,61

7 23,40 22,98 48,12 5,49

APENDICE 3 - Valores individuais de Pressdo Arterial (mmHg) do grupo separado de ratos
acordados tratados com sildenafil.

Animais | Basal Sildenafil | 10min 20min 30min 40min
1 90,00 70,00 80,00 85,00 85,00 85,0
2 100,00 | 75,00 87.50 87.50 87,50 87,5
3 100,00 | 75,00 80,00 80,00 90,00 90,0
4 100,00 | 82,30 87.00 87.00 100,00 | 100,0
5 90,00 60,00 85,00 85,00

6 105,00 | 75,00 95,00 95,00

7 100,00 | 70,00 85,00 85,00

8 90,00 70,00 80,00 90,00

APENDICE 4 - Valores individuais do centro geométrico da refeigdo teste (*"TC) ao longo
do TGI, nos animais tratados com diluente (Controle - HCI) ou com sildenafil (4mg/Kg) aos
20, 30 e 40 min po6s-prandiais:

Animais 20min 30min 40min

1 Controle | Sildenafil | Controle | Sildenafil | Controle | Sildenafil
2 3,41 2,84 4,14 2,15 4,30 3,93
3 3,80 1,51 3,26 3,03 3,63 3,22
4 3,01 2,71 3,63 2,93 4,46 3,13
5 3,60 3,26 3,93 3,20 4,49 3,42
6 3,65 3,02 3,84 2,79 4,20 3,40
7 3,16 2,98

8 3,67 3,21

9 3,11 3,00

10 3,27

11 2,99
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APENDICE 5 - Valores individuais do volume gastrico (ml) nos animais anestesiados e
tratados com sildeanfil (sil) - (3mg/Kg) ou diluente (HCI - 0,01N) para os estudos de
complacéncia gdstrica.

5.1- Sildenafil - 3mg/Kg

Animais | Basal Sil 10 Sil 20 | Sil 30
1 2,41 2,60 2,65 2,63
2 2,65 2,85 2,88 2,91
3 2,60 2,76 2,80 2,82
4 2,95 3,15 3,15 3,15
5 3,75 3.85 3,82 3,80
6 3,46 3,62 3,66 3,66
7 2,60 2,73 2,74 2,70
5.2 - HCI (0,01IN - 0,2mL)

Animais | Basal Hcl 10 HCl 20 HCl 30
1 4,30 4,57 4,30 4,16
2 2,45 2,50 2,51 2,44
3 3,15 3.16 3,87 3,60
4 3,00 3,04 3,00 2,94
5 2,40 2,55 2,65 2,61

APENDICE 6 - Valores individuais do volume gastrico (ml) nos animais anestesiados e
tratados com sildeanfil (sil) (3mg/Kg) para os estudos de complacéncia gastrica
e submetidos a:

6.1- Esplancnotomia

Animais | Basal Sill0 Sil20 Sil30

1 3,60 3,70 3,50 3,20

2 3,60 3,65 3,40 3,15

3 2,70 3,35 3,30 3,10

4 2,80 3,15 2,62 2,21

5 3,1 3,46 3,20 2,90

6.2 - Pré-tratamento com Azul de Metileno (AM) (3mg/Kg)
Animais | Basal AM Sill0 Sil20 Sil30
1 2,40 2,36 2,35 2,18 2,03
2 2,10 2,05 2,25 1,92 1,78
3 2,30 2,25 2,18 2,14 2,05
4 2,78 2,76 2,55 2,27 1,98
5 2,40 2,36 2,33 2,13 1,96

6.3 - Pré-tratamento com L-NNA (3mg/Kg)

Animais | Basal L-NNA20 Sil 10 Sil 20 | sil 30
1 2,64 2,48 2,39 2,17 1,90
2 3,00 2,79 2,72 2,53 2,49
3 2,90 2,79 3,13 2,93 2,99
4 2,25 2,00 2,04 1,96 1,93
5 2,38 2,38 2,43 2,38 2,43




6.4 - Pré-tratamento com Propranolol (Prop) (2mg/Kg)

Animais | Basal Prop Sill0 Sil20 Sil30

1 3,80 3,50 3,40 3,10 3,10

2 2,12 1,21 1,56 1,30 1,10

3 3,20 3,07 2,90 2,40 1,90

4 3,50 3,50 3,15 3,25 2,70

5 2,00 2,00 2,45 2,45 2,25

6 2,92 2,65 2,70 2,50 2,21

6.5- Pos-tratados com Nitroprussiato de Sédio (NPS) (1mg/Kg)
Animais | Basal Sil 10 NPS 10 | NPS 20 | NPS 30
1 2,42 2,52 2,72 2,52 2,50

2 2,10 2,25 2,33 2,29 2,22

3 2,20 2,35 2,62 2,52 2,46

4 2,65 2,76 2,95 2,85 2,83

5 2,75 2,97 3,54 3,34 3,24

6 2,42 2,54 2,83 2,70 2,65

APENDICE 7 - Valores individuais de pressdo arterial (mmHg) nos animais do estudo da
complacéncia gdstrica tratados com Sildenafil (3mg/Kg) ou diluente (HCI).

7.1 - Sildenafil

Animais | PA Basal | PA 10 PA 20 | PA 30

1 100,00 54,10 70,80 | 75,00

2 116,60 59,90 50,00 | 50,00

3 104,20 50,00 70,80 | 41,60

4 105,00 55,00 55,00 | 55,00

5 111,40 69,40 72,50 | 74,20

6 102,90 73,00 75,20 | 61,60

7 100,80 57,00 59,10 | 57,80
7.2 - HCl (0,0IN - 0,2 mL)

Animais | Basal Hcl 10 HCl 20 HCl 30
1 119,45 101,77 114,23 112,50
2 98,09 75,00 75,30 81,62
3 85,00 82,50 93,13 89,50
4 108,40 104,80 107,25 | 107,20
5 100,00 88,30 98,90 102,50
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APENDICE 8 - Valores individuais de pressdo arterial (mmHg) nos animais do estudo da
complacéncia gastrica tratados com Sildenafil (3mg/Kg) e submetidos a:

8.1- Esplancnotomia

Animais | Basal Sil10 Sil20 Sil30

1 79,70 54,70 58,30 61,40
2 83,00 54,90 63,90 64,80
3 87,60 63,20 72,90 73,30
4 83,40 57,60 65,03 66,50




8.2 - Pré-tratados com Azul de Metileno (AM) (3mg/Kg)

Animais | Basal AM Sil10 Sil20 Sil30

1 93,95 97,50 63,00 94,00 97,00
2 94,00 109,60 74,00 114,00 119,00
3 91,00 103,00 106,50 | 101,90 | 91,40
4 98,20 97,30 97,80 98,70 105,80
5 94,30 101,90 85,30 102,20 | 103,30
8.3- Pré-tratados com L-NNA (3mg/Kg)

Animais | Basal L-NA20 |sil 10 | sil 20 | sil 30

1 76,53 94,50 82,82 |93,90 |96,80

2 105,80 | 145,60 101,20 | 115,70 | 115,30

3 112,50 | 135,05 89,04 |109,50 | 115,30

4 125,01 | 141,70 100,30 | 95,30 | 101,90

5 127,70 | 163,70 137,01 | 150,20 | 147,60
8.4- Pré-tratados com Propranolol (Prop) (2mg/Kg)

Animais | Basal Prop Sil10 Sil20 Sil30

1 102,10 | 123,40 | 99,00 94,00 92,00

2 96,87 107,40 | 83,85 106,66 | 100,37

3 105,30 | 89,90 90,17 102,30 | 108,12

4 99,11 77,40 53,77 77,58 74,80

5 117,56 | 131,90 | 118,46 | 134,80 | 132,10

6 102,10 | 123,40 | 99,00 94,00 92,00

8.5- Pos-tratados com Nitroprussiato de Sédio (NPS) (1mg/Kg)
Animais | Basal Sil 10 | NPS10 | NPS20 | NPS30

1 111,30 | 63,30 |53,60 | 105,30 | 106,30

2 93,50 64,80 45,20 39,20 35,90

3 125,00 | 88,70 44,02 100,70 | 106,50

4 117,80 | 68,90 48,20 74,20 86,90

5 114,70 | 64,70 49,20 59,20 65,30

6 112,50 | 70,10 48,00 75,70 80,20
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APENDICE 9 -Valores individuais do Percentual da Amplitude de Contragdo de Tiras
Isoladas da Musculatura Longitudinal de Dusodeno de Ratos incubadas com:

1- Sildenafil
Percentagem de amplitude

mol/L recupe
controle |0,1 0,30 1,00 (3,00 10,00 |30,00 100,00 (300,00 |ragdo

100,00 83,97 91,60 [70,23 54,20 36,26 21,37 0,00 0,00 51,15

100,00 [76,63 103,26 54,35 |73,91 34,24 |39,13 0,00 14,67 60,33

100,00 [258,79 80,22 75,82 73,08 54,40 48,35 (14,29 |0,00 77,47

100,00 115,34 183,07 (89,95 [76,01 33,86 [33,86 25,40 |0,00 42,33

100,00 113,67 |108,00 |108,37 89,04 58,25 28,08 16,13 |0,00 64,41

100,00 106,15 |102,91 92,56 |77,67 |[57,28 27,83 12,94 |8,09 77,99

100,00 114,71 55,04 52,52 |81,51 57,14 (45,38 (14,29 0,00 106,30

100,00 [75,11 69,75 [72,65 52,97 35,02 35,02 4,78 [36,90 [78,44

100,00 46,27 97,76 [70,90 44,78 59,70 [35,07 [10,45 |15,67 |56,72

2 - Sildenafil
Percentagem de frequéncia

fmol/L recupe
controle |0,1 0,30 1,00 (3,00 10,00 [30,00 100,00 (300,00 |ragdo

100,00 91,53 101,69 91,53 86,44 37,29 (11,86 (0,00 0,00 91,53

100,00 104,84 |103,23 (101,61 |95,16 82,26 20,97 0,00 [24,19 100,00

100,00 101,67 90,00 90,00 [73,33 |[71,67 63,33 6,67 0,00 73,33

100,00 [98,55 |101,45 88,41 |85,51 34,78 23,19 8,70 8,70 47,83

100,00 100,00 98,44 (98,44 96,88 98,44 (92,19 48,44 |0,00 100,00

100,00 (96,77 98,39 98,39 (96,77 |87,10 66,13 40,32 |43,55 83,87

100,00 95,00 100,00 (101,67 |101,67 |88,33 96,67 |46,67 |0,00 108,33

100,00 100,00 |100,00 |101,52 98,48 89,39 |72,73 83,33 [86,36 [96,97

100,00 118,37 |122,45 |110,20 |118,37 /89,80 110,20 |48,98 44,90 [100,00

3 - Zaprinaste
Percentagem de amplitude

pmol/L recupe
controle 0,1 0,30 1,00 3,00 10,00 30,00 |100,00 [300,00 |ragdo

100,00 [85,55 (94,19 199,87 (94,32 |87,48 87,87 65,29 |21,68 60,77

100,00 117,53 125,77 (122,68 |71,13 93,81 (74,23 88,66 48,45 |106,19

100,00 [73,89 37,48 (71,27 (60,52 45,93 60,83 21,04 |21,51 19,97

100,00 102,55 |110,19 |114,65 115,29 |107,64 |76,43 54,78 |56,05 |104,46

100,00 |76,87 88,06 (89,55 |83,21 79,10 (63,81 (42,16 (36,19 65,30

100,00 109,52 95,24 96,03 |100,79 (84,13 (61,11 58,73 [30,16 58,73

100,00 105,30 |109,83 (117,70 |104,69 [140,24 52,65 (35,55 |28,44 (80,94

100,00 107,29 97,74 98,74 |93,72 (92,46 100,50 47,24 |36,93 |31,66




4 - Azul de Metileno
Percentagem de amplitude

A Metile jumol/L recupe
10uM 0,1 0,30 1,00 [3,00 10,00 (30,00 [100,00 |300,00 |ragdo

100,00 121,84 [126,71 |111,77 (122,82 |104,52 |102,01 (34,60 |0,00 126,11
100,00 102,43 |126,52 (131,35 |124,92 (128,67 (70,05 [24,39 |0,00 112,59
100,00 104,80 |111,71 |108,48 |107,87 (86,41 93,09 46,53 (36,20 84,45
100,00 140,00 |132,53 [136,00 62,80 [74,93 |40,00 |0,00 |0,00 33,33

100,00 |100,24 96,21 130,51 |101,91 |101,46 (99,42 [16,08 |0,00 109,61
100,00 133,24 |83,66 |168,92 |113,62 (123,85 (73,43 26,10 |0,00 108,36
100,00 79,42 |86,96 83,32 |75,25 54,24 (17,93 0,00 0,00 26,90
100,00 |111,16 |106,47 |109,64 |100,00 92,01 (64,19 [26,31 |0,00 89,26

100,00 |152,07 [131,94 43,39 91,50 96,35 |123,84 29,68 |0,00 130,57
100,00 40,50 (96,38 84,05 |69,50 53,56 44,77 16,30 5,36 64,89

100,00 59,64 (43,58 144,29 (63,14 72,49 (34,20 19,37 10,00 64,60

5 -0DQ

Percentagem de amplitude

obQ umol/L recupe
10uM 0,1 0,30 1,00 3,00 10,00 |30,00 100,00 |300,00 |ragdo

100,00 |120,27 |109,46 |105,41 |104,05 |105,41 (70,27 |0,00 |0,00 220,27
100,00 105,17 |106,03 (110,34 |100,00 (98,28 |50,86 0,00 0,00 163,79
100,00 97,25 |112,84 |136,70 |114,68 (102,75 63,30 (0,00 0,00 92,66

100,00 82,58 |78,28 68,50 59,14 52,88 (30,47 |28,84 |0,00 42,58

100,00 101,95 90,24 |126,34 (98,54 82,44 88,78 140,98 |0,00 101,46
100,00 106,96 |86,21 |78,18 (68,94 65,46 |179,38 [13,79 |0,00 113,79
100,00 [100,00 |111,89 (102,84 |108,14 [96,77 |[57,49 |[15,76 |0,00 54,13

100,00 [75,35 83,31 87,93 [79,59 89,99 62,64 51,35 7,57 47,37
6 - L-NAME

Porcentagem de amplitude

L-NAME |umol/L recupe
50uM 0,1 0,30 1,00 3,00 10,00 |30,00 100,00 |300,00 |ragdo

100,00 75,52 |82,49 (83,05 (74,39 72,13 65,16 31,45 16,03 118,83
100,00 83,78 |87,65 78,93 |64,89 130,02 |115,50 28,09 4,12 91,28

100,00 105,67 102,55 |60,06 (45,61 84,99 [25,560 |7,93 5,67 43,63

100,00 78,69 [132,79 [100,00 107,38 |63,11 80,33 4,10 0,00 35,25

100,00 [100,53 92,55 101,06 |113,83 |85,64 (60,64 [11,70 |0,00 156,38
100,00 95,69 [116,03 [114,83 87,56 94,74 63,40 7,18 10,00 88,04
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7-D-NAME
Porcentagem de amplitude
D-NAME |ymol/L recupe
50uM 0,1 0,30 1,00 (3,00 10,00 |30,00 [100,00 (300,00 |ragdo
100,00 59,76 |75,61 |85,92 |47,95 16,57 |21,56 7,98 9,65 34,15
100,00 73,46 (83,11 |109,65 |66,89 13,81 7,51 0,00 0,00 24,40
100,00 103,79 104,57 (106,92 80,42 74,80 |15,54 8,49 33,81 |60,31
100,00 |54,26 |90,16 |55,59 (47,61 15,16 |4,26 3,99 |0,00 19,15
100,00 114,23 (117,38 (125,71 (102,26 (68,561 (26,01 10,08 |20,82 |37,50
100,00 88,24 (110,29 86,76 |83,82 91,91 (47,06 41,18 |59,56 93,38
100,00 114,08 48,11 (48,32 (35,29 13,24 15,13 0,00 0,00 19,33
8 - Carbacol
Porcentagem de amplitude

umol/L recupe
Carb 1um |0,1 0,30 1,00 3,00 10,00 (30,00 100,00 |300,00 |ragdo
100,00 89,75 91,34 (78,82 (48,52 48,52 |41,80 5,58 -22,10 |1,71
100,00 89,43 183,32 (75,56 (76,80 57.39 49,22 34,02 (28,98 |43,44
100,00 98,35 82,00 (92,86 (70,58 54,34 (31,39 14,16 (13,17 (31,83
100,00 85,14 87,81 (78,96 (74,53 56,58 (34,93 15,10 (12,67 |22,92
100,00 [90,04 (80,93 (66,37 |59,22 38,61 |23,62 |3,76 |-0,90 |14 41
100,00 64,67 (61,25 59,33 (66,33 52,58 (32,25 20,75 (20,25 |25,67
100,00 108,27 79,98 [75,59 |68,13 57,61 (43,82 33,30 (35,04 [45,15
100,00 96,97 87,24 85,13 (71,18 58,55 (42,24 26,18 (25,00 (45,79
9 - Forskolina
Porcentagem de amplitude

umol/L recupe
Forskolina |0,1 0,30 1,00 3,00 10,00 (30,00 100,00 |300,00 |ragdo
100,00 (89,40 (93,45 |63,55 (32,70 |0,00 0,00 0,00 0,00 139,76
100,00 103,19 |100,18 (94,99 |60,47 |0,00 0,00 0,00 (0,00 259,47
100,00 112,85 (107,06 (114,43 (112,29 |0,00 0,00 0,00 0,00 99,92
100,00 97.83 102,60 (90,34 (76,51 43,54 (22,00 0,00 0,00 44,72
100,00 (95,52 |94,73 |75,16 [43,33 20,10 |4,88 0,00 0,00 115,36
100,00 [76,41 |60,02 |58,33 (41,47 (0,00 0,00 0,00 0,00 31,01
100,00 96,88 96,23 (67,48 (49,12 19,17 |15,46 0,00 0,00 56,02

98



8 - ANEXOS
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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