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RESUMO

O Vardenafil € um potente vasodilatador, com usaratamento de
pacientes com disfuncao erétil. Seu mecanismo de bgseia-se na inibicdo
seletiva da fosfodiesterase-5 (PDE5S), especificea ga monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc). As fosfodiesterases sao®as capazes de regular
os niveis de AMPc e GMPc por hidrdlise, sua furigéio sido indicada como
alvo para novos agentes terapéuticos, que atuawéatda inibicdo de suas
isoenzimas. O tratamento crénico com Vardenafil ®do utilizado com
sucesso em casos de hipertensao pulmonar, ondgr@$sao da doenca pode
levar a uma faléncia do ventriculo direito e cotigete morte do paciente.
Apesar de ser uma droga utilizada em altas doseggrimdos longos, pouco
se conhece sobre seu efeito em outros sistemasyedargue 0s nucleotideos
ciclicos cGMP e cAMP tém diferentes efeitos de daarom o tipo celular, e
suas fungdes ovarianas nao estdo bem descritastaRel de esclarecimentos
sobre a atividade da Vardenafil em outras célddesse necessario estudar o
mecanismo de acdo desta droga sobre a ovogéngseidates submetidas a
terapia oral com o Vardenafil, uma vez que a PDE®o] caracterizada em
foliculos e odcitos (SASSEVILLE et al, 2005). Camangos foram tratados
com o inibidor de fosfodiesterase Vardenafil, queémanta os niveis
intracelulares do cGMP, e seus ovarios utilizadms @valiacdo dos efeitos
dessa droga. O presente estudo demonstra quamérab com o inibidor de
fosfodiesterase 5 altera a morfologia das célultesis, sugerindo que induzir
niveis altos de cGMP pode afetar essas células.

Palavras-chave: fosfodiesterase-5; iPDE5; enzimas
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ABSTRACT

Vardenafil citrate is a potent vasodilator, witreusa the treatment of
patients with erectile dysfunction. Its mechanisin agtion is based on
selective inhibition of phosphodiesterase-5 (PDEpecific to guanosine
3',5’-cyclic monophosphate (cGMP). The phosphodiestes are enzymes
capable of regulating the levels of cAMP (adenosiB&5’-cyclic
monophosphate ) and cGMP by hydrolysis, its rolg been indicated as a
target for new therapeutic agents that act throthgh inhibition of their
iIsoenzymes. The chronic treatment with Vardenad heen used successfully
in cases of pulmonary hypertension, where the pssijon of the disease can
lead to right ventricular failure and subsequerdtideof the patient. Despite
being used in high doses for long periods, litl&kmown about its effects on
other systems, since the cyclic nucleotides cAMB eBMP have different
effects according to the cell type, and their caarfunctions are not well
described. The lack of information about the attiwaf Vardenafil in other
cells, it is necessary to study the mechanism @bmaof this drug on the
ovogenesis in patients undergoing therapy with ®adenafil, since PDE5
has been characterized in follicles and oocytesS&AVILLE et al, 2005).
Mice were treated with the inhibitor of phosphotikease Vardenafil, which
increases the levels of intracellular cGMP, andr threaries used to assess the
effects of this drug. This study demonstrates ttettment with the inhibitor
of phosphodiesterase 5 alters the morphology efalutells, suggesting that
induce high levels of cGMP may affect these cells.

Key words: phosphodiesterase; iPDE5; enzymes
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1.1 - INTRODUCAO
Consideracoes gerais

A sinalizacao intracelular tem importante funcds nespostas celulares,
sejam elas normais ou patolégicas. O AMPc (adeaoS8itb’-monofosfato
ciclico) e o GMPc (guanosina 3',5’-monofosfato icig) sdo nucleotideos que
participam diretamente da sinalizac&do intracelulaMPc e GMPc tém a
capacidade de ativar varios outros elementos @dizagao intracelular, como
PKA (proteina quinase A), PKG (proteina quinaseERPAC (proteina de troca
diretamente ativada por cAMP) e CNG (canal ligadaualeotideo ciclico).
Esses mediadores controlam importantes resposthsares, como a
concentracdo de célcio intracelular, proliferacaelular, inflamacdo e
transcricdo (LUGNIER, 2006).

Os nucleotideos ciclicos tém diferentes efeitoseddendo do tipo
celular. No ovario, o papel do cAMP ja é bem coidwce acredita-se que as
acoes do LH e FSH nas funcdes ovarianas sdo medp@mtaalteracbes na
concentracao intracelular desse nucleotideo. Roo tado, as concentragcdes de
GMPc parecem ser reguladas de maneira inversa guamiparadas ao AMPc
no ovario, em certas fases do ciclo. Apesar diapenas nos ultimos anos
iniciaram-se pesquisas sobre o papel do GMPc noopwésando comprovar se
ele estaria ou n&o envolvido nos processos repvosu(LAPOLT, 2002). A
concentracdo intracelular desses nucleotideos seg#dta a mecanismos de
sintese e degradacdo, cujos processos ja estdedbabelecidos. A sintese dos
nucleotideos ciclicos € dependente das enzimasladeoiclase e guanilato
ciclases, enquanto sua degradacdo é relacionadasfasliesterases, familia

multigénica de enzimas.



Ovogénese

A ovogénese é um processo complexo e bem organ@magl@corre nas
gbnadas femininas, os ovarios. Estes sdo orgaa®sim dinamicos, pois
possuem varios graus de desenvolvimento e remodetanissular, atividade
gue ocorre periodicamente durante a vida reproguteminina. Dentre as
funcbes ovarianas, duas se destacam; desenvoh@toodertilizaveis e
competentes, e secretar 0os hormonios necessari@s [paparar 0 trato
reprodutivo para fertilizacdo e estabelecimentgmeidez. Os foliculos sdo as
unidades funcionais do ovario, e cada foliculo ca®mpde um odcito cercado
por uma ou mais camadas de células soméaticas. énaegimento folicular
ovariano inicia-se em unpbol’ finito de foliculos primordiais e termina ou na
atresia desse foliculo ou na liberacdo de um oduaduro para fertilizacéao
(PEDERSEN e PETERS, 1968).

Histologicamente, o ovario € um 6rgdo compostoat®s tipos celulares
gue incluem células formadoras dos foliculos (@&gitcélulas da granulosa,
células tecais) e células do estroma e do epitiicuperficie ovariana. Estes
tipos celulares estdo localizados na regido codicavario e posteriormente se
diferenciam em varios subtipos. Por exemplo, asula®l da granulosa
diferenciam-se em células do cimulus e murais,arqugjue as células da teca
desenvolvem-se em camadas internas e externas KBERIN e SHIMASAKI,
2003). A regido medular do ovario localiza-se nac@0o mais interna, sendo
constituida por tecido conjuntivo (fibroblastodyréinectina e fibras colagenas
do tipo I e 1), nervos, vasos sanguineos e liof&tiresponsaveis pela nutricdo e
sustentacao do ovario (SILVA, 2004) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema ilustrando o ovério e suas praigiestruturas. Adaptado de SILVA, 2004.

A foliculogénese é o processo de desenvolvimenlioufar, iniciando
com o foliculo primordial e terminando no folicwdotral pré-ovulatério (EPPIG
e OBRIEN, 1996). E um processo regulado por fatode crescimento
produzidos pelo odcitos, células da granulosa e tetza. Apesar das
gonadotrofinas nao exercerem efeitos diretos salavacao e crescimento de
foliculos primordiais, esses horménios desempenfhamdes cruciais para
promover o desenvolvimento folicular. Por outrddaem foliculos primarios e
secundarios, o FSH estimula a proliferacdo de a®lula granulosa e

crescimento folicular (WANDJI et al, 1996). Apés salecdo folicular, os



foliculos antrais tornam-se dependentes de FSHymmavivéncia, crescimento
e maturacédo oocitaria (MONNIAUX et al, 1997).

Alguns foliculos primordiais iniciam o crescimenmeediatamente apés a
sua formacdo; contudo, a maioria permanece em i@stkydorméncia por
meses ou anos. Os foliculos primordiais sdo caraatos por localizarem-se
na superficie ovariana, e serem formados por unitco@ercado de células
somaticas planas, também denominadas de -célulapréaranulosa. O
cresimento folicular desse estagio € caracterizamloaumento do diametro
oocitario, proliferacdo das células granulosas, teaasformacdo morfolégica
destas, que passam de achatadas para cubicas (ERINM05). Quando todas
as células granulosas possuirem formato cubicalioufo € denominado de
primario (SKINNER, 2005). A partir desse estag® peoteinas que irdo formar
a zona peldcida comecam a ser sintetizadas, dwascgranulosas comecam a
se multiplicar e a formar uma segunda camada ddasého redor do odcito,
dando origem ao foliculo secundario. Nesse estagrona pellucida ja pode ser
claramente observada ao redor do odcito. Apos messtiplicacdo de células
granulosas, inicia-se o recrutamento das ceélutzs departir do estroma. Apos
sua formacéao, a teca permanece separada das cghutatosas pela membrana
basal (PETERS, 1969).

Com a intensa proliferacédo das células granulasasre o aparecimento
de fluido folicular, e este foliculo comeca a senaminado de antral. O
didmetro do foliculo comeca aumentar acentuadandstielo ao crescimento
do odcito, multiplicacdo das células granulosasca,te aumento da cavidade

antral. A teca comeca a se diferenciar em duasnate externa.

Por fim, o foliculo pré-ovulatorio é caracterizagmr um o00cito

circundado por células da granulosa diferenciaddsmmadas células do
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cumulus, a presenca do fluido folicular (ou antrpjesenca de células
granulosas murais, e a camada de células da t&f2ERSON e PETERS,
1968). A ovulacdo do odcito e das células do cumokorre em resposta ao
pico de LH; as células restantes do foliculo sofr@m processo chamado
luteinizacdo, formando o chamado corpo Iuteo (Rgw). As células
luteinizadas devem parar de se dividir, e expressarnovo conjunto de
moléculas, que serdo responsaveis por suas fungbespermitirdo a ceélula
luteal existir em novas condi¢cBes (STOCCO et d@,720As mudancas iniciadas
pelo pico de LH nas futuras células luteais podezn Bansientes ou
permamentes. Entre as mudancas permanentes destamaior expressao
génica de StAR, P450scc @-BSD, enzimas que visam a luteinizacéo e a

manutencaoda funcéo luteal.

Corpo Luteo

Foliculo

Figura 2: Esquema representativo da luteinizac&gehda: A (antro), GL (células da granulosa), BM
(membrana basal), Tl (teca interna), TE (teca e&deIC (capilares), SLC (células luteais pequernais],
(células luteais grandes). Adaptado de NISWENDE&, &000.



De acordo com Stocco et al (2007), a formacao dooclditeo ndo apenas
envolve mudancas na expressao de genes e daagaalieelular, mas também a
guebra da membrana basal, e a rapida migracaoluascécais, endoteliais,
fibroblastos na camada de células granulosa. Ooclifeo € um produto da
luteinizacdo das ceélulas foliculares, invasdo da&ulas endoteliais, e

remodelamento tissular.

O corpo lateo € uma glandula composta de célulésragdogénicas
pequenas e grandes, fibroblastos, células endstelimmunes. Cada uma dessas
células possui diferencas morfolégicas, endécrmdsoquimicas, necessarias
para a manutencao do corpo luteo. Apds a luteidzaglgumas células sofrem
hipertrofia e se diferenciam em células luteaisndes, enquanto outras
continuam pequenas e sao denominadas célulasslytequenas. Em roedores
nado ha diferenciacdo morfolégica marcante entreses®is tipos celulares;
porém, de acordo com Nelson et al (1992), as cepiandes secretam de 2 a 40
vezes mais do que as pequenas. Elas também podemn das respostas a
estimulos hormonais. Existe uma hipétese que aslasélgranulosas se
diferenciam em células luteais grandes, e as sdulaais pequenas provém das
células tecais; porém nao existem dados que compro¥sse pProcesso em
murinos (NELSON et al, 1992). O grau de migrac&orabinacao celular difere
entre as células; em primatas, os dois tipos agekllpermanecem relativamente

separados, e podem ser localizados de acordo canjado corpo luteo.

Essas mudancas severas levam a alteracbes nadegfénese. Enquanto
estdo presentes no foliculo, as células granulesasais tém como principal
produto o estrogeno e androstenediona; apos anikdedio, essas células
transformam-se em uma grande fonte de progeste@rwrpo lUteo comeca
entdo a expressar altos niveis de proteinas edeslvwna aquisicdo, sintese,

transporte e processamento de colesterol a progeatePara isso, um estoque
7



de colesterol € necesséario para manter a taxaoielstgénica (MEYER e
BRUCE, 1991; NISWENDER et al, 2000; STOCCO, 20@/¢£lula pode obter
colesterol de trés diferentes modos: sin@senovo hidrolise dos ésteres de
colesterol e lipoproteinas LDL e HDL, sendo aspimbeinas as maiores fontes
provedoras de colesterol para a célula. Como osttE@ € uma molécula
hidrofobica, enzimas carreadoras s@o responsaveiteyar o colesterol até a
membrana externa da mitocondria. ApOs isso, a enzomamada StAR
(steroidogenic acute regulatory protein) € respegispor fazer o transporte
entre as duas membranas da mitocondria. Quandolesteaml chega na
membrana interna da mitocondria, a transformacachemdnios esteroides
inicia-se pela clivagem da cadeia lateral da mdééde colesterol, pela enzima
chamada P450scc, formando pregnenolona. Esta sptrdada para o reticulo
endoplasmatico liso, onde 8-BISD a converte em progesterona, que se difunde
a partir da célula (NISWENDER et al, 2000; STOCQQQ7). (Figura 3)

HIM.
= __"'Iu -—-::::_____ :
colesterol
StAR
colesterol pregnenolona
™ 3B-HSD
P4Shsce \ / —
PROGESTERONA
pregnenolona
MITOCONDRIA

Figura 3: Esquema representativo da esteroidogémtésa formacédo da progesterona. Adaptado de
STOCCO, 2007.



A lutedlise é a finalizacdo do corpo luteo, queadavontecer para que o
ovario continue suas fungdes normais. E um evamtcagontece em duas fases;
a primeira € a diminuicdo da producdo de progestere a segunda é a
regressao estrutural do corpo lateo propriamente @ estimulo com PGle2
inicia a primeira fase da lutedlise, pois age diumdo a esteroidogéneses e
tornando o corpo Iuteo insensivel a outras molécwamo o LH e a prolactina.
S&o duas as acOes que marcam a segunda fase @eduta apoptose que
acontece nessas células, e o reestabelecimentgpdmento vascular, que vem
associado com tecido conectivo e fibroblastos. ¢dm com Skarzynski et al
(2005), o oxido nitrico (NO) pode ser consideradnadécula responsavel pelas
acOes da PGle2no corpo luteo. Ao fim desse processo, ocorrermdgdo de

uma cicatriz na superficie do ovario.
Fosfodiesterases

Onze familias de fosfodiesterases (PDES) ja fordassificadas de acordo
com a sua familia génica, suas propriedades biocagne sua sensibilidade aos
agentes farmacéuticos. PDEs exibem um mecanismfeatkback negativo
entre as suas diferentes familias, o que pernmiteexemplo, que a ativagao da
PDES influencie a ativacédo da PDE3, ocorrendo assima alteracdo dos niveis
de nucleotideos ciclicos (DENNINGER, 1999).

A PDE5 encontra-se em grande quantidade no corgerruaso, nas
plaguetas, e nas musculaturas esquelética, lisalaa® visceral (BALLARD et

al, 1998), e é caracterizada por hidrolisar espacifente o GMPc.

LUGNIER et al (1986), demonstraram pela primeira gepresenca de
PDE5 nos musculos. Nesse estudo, varias substafaias utilizadas na

tentativa de inibir a fosfodiesterase e avaliarl gesia 0 seu efeito nas células



musculares. A utilizac&o do inibidor de PDES5, zagst, mostrou que existia um
aumento dos niveis de GMPc e um efeito vasorelaXattGNIER et al, 1986).

Outro estudo usando um inibidor de PDE5 com um alodd NO (6xido
nitrico) na aorta sugeriu que a PDE5S medeia ocefeiaxante da via NO/GMPc
(MARTIN et al, 1986). Sua inibicao leva a um auncemdcal de GMPc,
mensageiro intracelular do O6xido nitrico, levandoum relaxamento do
musculatura lisa (LANGTRY e MARKHAM, 1999) (Figug.

O Oxido nitrico € um radical livre, gasoso, incolque até meados de
1980 era considerado apenas membro de uma famil@oldentes ambientais
indesejaveis; hoje se sabe que € um importantean@dde processos intra e
extracelulares (DUSSE et al, 2003).

Neurdnios ou endotélio
GTP
Proteina
l ATP
Oxido — » Guanilath — 5 GMP _
Nitrico ciclase
l Proteina-P

s |

ADP

Inibicdo da PDES
/ Diminuicdo de Ca?+
Inibidor de PDES l

Relaxamento do
miisculo liso vascular

Figura 4: Esquema de relaxamento da musculatucailzadisa mediado por uso de inibidor de fosfodiese
5. A inibicdo da fosfodiesterase aumenta os niwmgiacelulares de cGMP. A concentracdo elevadaGMR
leva a ativacdo da PKG (protein kinase G), queaais/canais de célcio, diminuindo seus niveisdntuares,
levando ao relaxamento do musculo (adaptado de ROEHNTIS, 2003).
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Dessa maneira, os inibidores de fosfodiesteraseiPBES) foram
designados como compostos anti-hipertensivos, pomnpreendentemente
durante estudos clinicos, a utilizacdo de iPDEhaneu casos de disfuncéo
sexual, apontando a PDE5 como um novo alvo pataniemto de disfuncao
erétil (DE). Atualmente altas doses de IPDE5S té&io sitilizadas como agente
terapéutico para hipertensédo pulmonar, uma veogutos niveis de PDE5 no
pulmao estdo envolvidos com mecanismos de vasarakxto (LUGNIER,
2006).

Recentes estudos mostram que existe PDES na peagdel anterior,
semelhante ao corpo cavernoso masculino. De acooto esses estudos
imunohistoquimicos, inibidores de PDE5 podem sados para o tratamento de
desordens sexuais femininas, agindo de maneiraltsame que age no homem
(D’AMATI et al, 2002).

Segundo BUHIMSCHI et al (2003), a PDE5 pode seroetrada no
miométrio, endomeétrio, tecidos da decidua e aténmoe®s tecidos placentarios
de ratas. Nesse mesmo estudo, mostra-se que oouSddeénafil diminui a
contratilidade uterina durante o parto, sugerinde gste pode ser usado para

casos de parto prematuro.

Estudos recentes tém pesquisado a expressdo de BDEBélulas
miometrais de pacientes gravidas e nao-gravidagjactdo a conclusdo de que
ambas expressam a PDED5, porém a atividade da h@@g¢atrofina coribnica
humana), produzida nas gravidas, reduz a expressii@tividade enziméatica
dessa fosfodiesterase nas células do musculcsbsnlo o possivel motivo para
a prolongada inibicdo da contratilidade uterinaadter o periodo da gravidez
(BELMONTE et al, 2005).
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Inibidores da fosfodiesterase

Em casos de disfuncdo sexual séo utilizados tr@pastos inibidores de
fosfodiesterase: Citrato de Sildenafil (Viagra,zBf), Vardenafil (Levitra,
Bayer), e Tadalafil (Cialis, Lilly). Cada um do<tdr iPDE5 (inibidores da
fosfodiesterase 5) possui diferentes propriedadesmaicocinéticas e
farmacodinamicas; sao essas diferencas que levesoatha do farmaco a ser

utilizado, assim como a dose a ser aplicada (MEHR®&t al, 2007).

O Citrato de Sildenafil foi a primeira droga a s&u uso liberado para
tratar casos de disfuncéo erétil (DE). A disfuneégtil pode ter varias origens:
organica, psicogénica, e mista. Os pacientes comeb&em doses Unicas da
droga, que dependem da provavel causa da DE (LANGdRal, 1999). Essa
terapia mostra-se eficiente, e cumpre objetivoscbasé simples, o método é
nao-invasivo e indolor, apresenta altas taxas desso, e efeitos colaterais
minimos (PFIZER, 1998).

Ultimamente, os iIPDE5 tém sido utilizados como ddatadores em
casos de hipertensdo pulmonar primaria infantitactarizada pela elevacao
progressiva da pressdo na artéria pulmonar (KOTHARUGGAL, 2002). A
evolucdo da doenca pode levar a uma faléncia ddrieelo direito e
consequente morte do paciente (HUMPL et al, 2005)rocesso patolégico se
inicia com vasoconstriccdo devido a uma hipertraftavaso, seguindo para
fibrose e arteriopatia, levando a uma obstrucém dix artéria (ABRAMS et al,
2006). Seus sintomas geralmente aparecem quarngeréehséo € grave. Como
a doenca nao tem cura, 0 paciente necessita dengato por toda a vida, cujo
foco consiste em diminuir a presséo pulmonar (OLRA, AMARAL, 2005).

O uso do Sildenafil para tratamento desses caswosse mostrado

eficiente, pois relaxa a musculatura lisa vasaeill@va a uma melhora do estado
12



do paciente. O Sildenafil tem sido colocado coma wenapia segura e efetiva
no tratamento da hipertensdo pulmonar sintomatioa) cerca de 80% dos
pacientes mostrando bons resultados em duas se@HECKALINGAM, et
al, 2003).

Alguns estudos clinicos de hipertensdo pulmonarceamcas e adultos
tém utilizado o Sildenafil como terapia adicion&CHULZE-NEICK et al,
2003; STOCKER et al, 2003; KARATZA et al, 2004; HPM et al, 2005;
KARATZA et al, 2005; OLIVEIRA, AMARAL, 2005; PRESTD et al,
2005;GANIERE et al., 2006; LOBATO et al, 2006). @d&nafil oral tem sido
administrado a criancas com quadro clinico de tepsfo pulmonar, sendo
observada melhor no quadro, sugerindo que o eixtGNIPc deve exercer um
papel importante no controle da hipertenséao pulmpnaaria (ABRAMS et al,
2006).

Além dos casos de hipertensdo pulmonar infanttydasse também a
possibilidade de acdo dos iPDE5 como terapia degémeia em casos de
embolismo pulmonar grave (GANIERE et al, 2006),ehipnsdo pulmonar
causada por hipéxia (RABINOVITCH et al, 1979), conalgdo de diferentes
inibidores de fosfodiesterase (LOBATO et al, 2006),a combinacao dos

inibidores de fosfodiesterase com NO.

A combinacdo de Sildenafii com NO inalado tem levaal bons
resultados, e comparativamente, mais seletivos, ggem preferencialmente no
pulmdo (PRESTON et al, 2005). Segundo Stocker (ROf@&cientes recém-
cirurgiados, em terapia concomitante de SilderaflO inalado, apresentaram
diminuicao da resisténcia vascular, aumento dowsfeasodilatadores do NO e
diminuicdo sistémica da pressdo sanguinea. Alémodigabalhos recentes

demonstram que o Sildenafil exerce um efeito disetore a expressao génica da
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NOS. O tratamento com Sildenafil por 28 dias enogatom hipertenséo
pulmonar induzida levou a um aumento significatheoconcentracéo de eNOS
(endothelial nitric oxide synthase) (DAI et al, B)ORecentemente, Kim et al
(2008) mostrou que utilizagdao de inibidores de ddsfsterase 5 podem
aumentar a taxa de formacdo de nitrito, um compastdecular estavel

resultante da oxidacdo do NO. O acréscimo da pémdde NO nessas células
leva a uma maior ativacdo da guanilato ciclaseirfengue quebra o GTP em
cGMP), aumentando os niveis de cGMP na célula.sEssteidos sugerem que
os inibidores de PDE5 podem estar envolvidos ensegando mecanismo para

aumentar a concentracdo de cGMP intracelular.

Por ser uma classe de drogas relativamente novajeaistas estao
focados na procura de novos usos para os inibidirdesfodiesterase 5, além
do uso na disfuncdo erétil e hipertensdo pulmoS&ANONER et al, 2007).
Como primeira opcédo, encontra-se 0 uso dessa cldssedrogas para o
tratamento de doencas cardiovasculares e disfungéadotelial.
Comprovadamente, o tratamento oral com esse tigloadm inibe o aumento de
pressao arteriolar pulmonar, sem levar a uma dig@ouda pressao sistémica
(ZHAO et al, 2001). Para dois tipos de patologra #®do sugerido o seu uso:
faléncia congestiva do coracao e doenca de Rayri@4ddDNER et al, 2007).

Acredita-se também no uso de inibidores de fossbeiase para tratar o
sistema nervoso central, pois esta constatado @uenia grande quantidade de
RNA mensageiro (MRNA) da PDES5, além de uma grandatifade da enzima
presente nesses tecidos. Portanto, acredita-se agieinibidores de
fosfodiesterase podem melhorar o aprendizado e monmacdo, além de
provavelmente agirem como reparadores dos teciiosaso de derrame, visto
que o metabolismo do NO/GMPc esta envolvido nesseepso. E, por ultimo,

existem estudos para tratamento de doencas genitmgicas que abrangem
14



diferentes patologias: disfuncdo sexual feminiir@pmas de sindrome benigna
da prostata e do trato urinario inferior, bexigaehieativa e incontinéncia,

ejaculacao precoce e doenca de Peyronie (SANDNER 2007).
Papel das Fosfodiesterases na Ovogénese

Em células ovarianas de camundongos, PDE5A mRNA{asofarma da
PDED5) foi descrito em células da granulosa, em éexog formados por células
do cumulus ooforus e oo0cito, e em od6citos desnudogroteina PDES
encontrada nessas células apresentava o mesmmeolkesuolar que as isoformas
humanas (100kDA), e a imunocitoquimica também mvelua expressdo em
células do cumulus ooforus e no oocito (SASSEVILEIg2005).

Sabe-se que o segundo mensageiro AMPc esta intimanligado a
regulacdo da maturacdo dos ovocitos, e que em aky@mocas do ciclo seus
niveis sdo opostos ao de GMPc. Apesar de ocorrardimmnuicdo nos niveis de
GMPc no ovacito antes de terminar a meiose gam@tims casos onde ocorreu
fertilizacdo), a inducdo da ovulacdo pela gonadiotoestad associada com
aumentos dos niveis do AMPc no foliculo. TSAFRIR&Al(1996) investigaram
as mudancas de maturacdo folicular dependente dnpas nos niveis de
AMPc nas células somaticas e germinativas dosuloscovarianos. O uso de
diferentes inibidores de PDEs mostrou que as PDEmaior quantidade e que
provavelmente participam na regulacdo da maturdgauvocito sdo a PDE3 e a

PDEA4, nao eliminando a participacdo das outragdies$terases no processo.

Além disso, estudos tém mostrado os efeitos do GM&s células
ovarianas. A adicdo de analogos do GMPc em cuttardoliculo pré-antrais
suprime a apoptose apresentada normalmente percgsdtdas. Adicionalmente,
na presenca de FSH, os analogos do GMPc foram eapbez promover o

crescimento e diferenciacdo desses foliculos (MCGERI., 1997). Outro
15



estudo utilizando anadlogos do GMPc em cultura deddeovariano mostrou
aumento de foliculos viaveis quando comparadosoatrale, sugerindo que o
GMPc pode ser um componente necessario para dnegdgo e sobrevivéncia
folicular (SCOTT et al., 2004).
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1.2 - JUSTIFICATIVA

Atualmente se sabe 0 mecanismo pelo qual o osedites inibidores de
PDE5 agem nas células musculares, levando a urane¢anto do muasculo liso
(SCHULZE-NEIKE et al, 2003). Porém, o exato mecamaispelo qual essa
classe de drogas age em outras células ainda eegsciarecido.

Quando usada para tratamento de disfuncdo erétilinibidores da
fosfodiesterase 5 apresentam atividade em outsisnsas, ndo apenas na
funcédo sexual. Taylor et al (2009) mostrou qualiéerentes IPDES possuem
efeitos colaterais que podem durar de 3.9 a l4r@shapés a ingestdo do
medicamento. Os efeitos agudos na visdo sao gsagados, e incluem efeitos
como retinopatia diabética, glaucoma, degeneracéolalo e neuropatia
isquémica (LATIES, 2009; GRUNWALD, KOPPIKER, 199@ftalmologists
warn of Viagra visual problems, 1998). Em outroudst (LANGTRY,
MARKHAM, 1999), os pacientes apresentaram em su@riaasintomas mais
leves, como vasodilatacdo periférica, apresentadaybor e cefaléia, sendo
geralmente de intensidade leve ou moderada. Estdoesambém revelou que
pode haver dispepsia, congestao nasal e infecgdaatd urinario em cerca de
5% dos pacientes. Além disso, foi observado quéanoseno de casos de infarto
do miocardio foi maior nos pacientes submetidast@amento (ANDERSON et
al, 2004).

Recentemente, essa classe de drogas tem sidodavglianto ao seu uso
no tratamento de hipertensdo pulmonar, em criarcaslultos, funcionando
como relaxante vascular. Por ser uma droga queadausm maior escala ha
pouco tempo, ndo se sabe quais serdo suas consi@guanongo prazo. Os
inibidores de PDE5 possuem diferentes poténciadetivddades para PDES5; o
Vardenafil foi selecionado para este estudo, ppoosmais potente de todas as
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drogas (MEHROTRA et al, 2007). Pela falta de maasclarecimentos sobre
as consequéncias do seu uso continuo, faz-se agoessclarecer o mecanismo

de acdo desta droga sobre as células do pacidmteesdo a terapia oral.
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1.3 - OBJETIVOS
Objetivo Geral:

- Analisar a acao do Vardenafil sobre a ovogénessachundongoSwiss

webster
Objetivos Especificos:

- Caracterizar o efeito do tratamenia vivo do Vardenafil na
concentracdo de 5 mg/kg/dia de sobre a ovogénesmrdandongos fémeas
adultas através de morfologia e morfometria ovariartilizando técnicas de

microscopia eletrénica de transmissao e microsampiaa;

- Avaliar possiveis alteracdes na producdo de gtegena e nas enzimas
da via esteroidogenica apés o tratamento de camgoddémeas adultas apds

tratamento com Vardenafil na concentracao de 5 gviak;

- Avaliar alteragcbes no perfil lipidico dos animassibmetidos ao

tratamento;

- Analisar a acédo do tratamento com Vardenafil oacentracao de 5

mg/kg/dia sobre a fertilidade das fémeas.
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ABSTRACT

Vardenafil citrate is a potent vasodilator with use in the treatment of
patients with erectile dysfunction. Its mechanism of action is based on
selective inhibition of phosphodiesterase-5 (PDES), specific to guanosine
3°,5’-cyclic monophosphate (cGMP). Recently, the chronic treatment with
Vardenafil has been used successfully in cases of pulmonary hypertension,
and despite being used in high doses for long periods, little is known about
its effects on other systems. In the present work, mice were daily treated
with Smg/Kg Vardenafil for 4 weeks, afterwards, the ovaries were
collected for morphological analyses and the sera for biochemichal assays.
This study demonstrates that treatment with Vardenafil decreased HDL
serum levels and antral follicle numbers, and induced a minor lipid content
in luteal cells, suggesting that induce high levels of cGMP may affect the

follicular development.
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INTRODUCTION

Nowadays a great number of pathologies remain unsolved,
disgardless all the academic and pharmaceutical research. Intracellular
signaling plays a major role by governing normal and pathological cell
responses. Some alterations on intracellular signaling seem to be involved
in fertility dysfunctions.

Adenosine 3°,5’-cyclic monophosphate (cAMP) and guanosine 3°,5’-
cyclic monophosphate (¢cGMP) are ubiquitous nucleotides that, in concert
with calcium and IP3, orchestrate intracellular signaling. cAMP and cGMP,
activate protein kinase A (PKA), protein kinase G (PKG), exchange protein
activated directly by cAMP (EPAC), cyclic-nucleotide-gated channel
(CNG). PKA and PKG control important cellular responses such as
intracellular calcium, cell proliferation, inflammation and transcription
(Lugnier, 2006) [1].

Cyclic nucleotides synthesis is dependent of adenylyl and guanylyl
cyclases, whereas their degradation is related to the multigenic cyclic
nucleotide phosphodiesterase (PDE) activity. Eleven families of PDEs have
been classified according to the genes of which they are products, their
biochemical properties, regulation and their sensitivity to pharmacological
agents (Denninger, 1999) [2].

In human, bovine, and rat smooth muscle, PDE5 was purified and

characterized as a cytosolic PDE that specifically hydrolyses cGMP. PDES
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was first implicated in vasorelaxation, since inhibition with zaprinast was
shown to induce an increase in cGMP levels and a vasorelaxation effect
(Lugnier et al., 1986) [3]. Other studies, using an inhibitor of PDES5 with a
NO donor on the aorta suggested that PDES mediates NO/cGMP relaxing
effect (Martin et al., 1986) [4]. In that way, PDES inhibitors (iPDES5) were
designed as anti-hypertensive compounds; in the clinical trials,
surprisingly, iPDES ameliorated erectile dysfunction, pointing out PDES as
a new target for erectile dysfunction. Recently high doses of iPDES5 have
been used as a novel therapeutic agent for pulmonary hypertension since
high levels of PDE5S on the lung are involved with vasorelaxation
mechanisms (Lugnier, 2006) [1].

Cyclic nucleotides ¢cGMP and cAMP have different effects
depending on the cell type. In the ovary, the role of cAMP is well known,
and the actions of LH and FSH on ovarian functions are believed to be
mediated in large part through its increased production. On the other hand,
cGMP concentrations are shown to be regulated in an inverse manner
compared to cAMP in the ovary, in certain phases of cycle (LaPolt, 2002)
[5].

Many studies have reported effects of cGMP on ovarian cells. On
culture of preantral follicles, the addition of analogs of cGMP in the culture
suppresses apoptosis; besides, in the presence of FSH, it promotes their

growth and differentiation (McGee et al., 1997) [6]. Other studies using
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analogs of cGMP on ovarian tissue culture, showed an enhancement of
viable follicles when compared to the control, suggesting that cGMP may
be a necessary component as both a growth enhancer and survival factor
(Scott et al., 2004) [7].

In ovarian cells, PDESA (a PDES5 isoform) mRNA have been
described in porcine granulosa cells, in cumulus-oocyte complexes and in
denuded oocytes, and its product, PDESA, presented 100 kDa, equally to
human isoform. Immunocytochemistry also revealed its clear expression in
cumulus cell and oocyte (Sasseville et al., 2005) [8].

The present study aims to characterize the effect of chronic treatment

of Vardenafil on follicular development and corpora lutea.
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MATERIAL AND METHODS

Experimental design

Twenty-four female adult Swiss mice with 45 days old and
weighting 30-35g were used. Mice were examined for health status and
acclimated to the laboratory environment at 25°C and 12h light : 12h dark
photoperiod. The animals were housed in metal cages and fed a standard
laboratory diet. Experimental groups were composed by twelve animals;
both groups received filtrated and autoclavated water. Treatment group
received Smg/kg/day of Vardenafil (LEVITRA, Bayer) in the drinking
water. The treatment doses were adjusted according to previous data
(Mehrotra et al., 2007; Zhao et al., 2001) [9, 10]. Estrous cycle was
assessed daily as described by Marcondes et al., 2002 [11]. Animals were
treated for 4 weeks, simulating the effects of chronic use of iPDES
(Schwarz et al., 2007) [12]. All experiments were carried out according to
ethical guidelines (L-080/08 — CEUA/FIOCRUZ). Body weights were
recorded every day. After treatment, experimental and control animals were
anesthetized before blood collection by cardiac puncture without
anticoagulant. Serum was separated and stored at —700C for RIA for
progesterone (DSL, Siemens Medical Solutions Diagnostics). Ovaries were
quickly dissected. All animals were in diestrus stage.

Electron transmission microscopy
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Ovaries were fixed for 2hr in a solution containing 2.5%
glutaraldehyde and 4% formaldehyde in 0.1M cacodylate buffer, pH 7.2.
After fixation, samples were washed twice in the same buffer, and then
they were post-fixed in a solution containing 1% osmium tetroxide, 2 mM
CaCl2 and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer,
dehydrated in acetone, and embedded in Spin-pon resin (Sigma Company,
St Louis, MO). Polymerization was done at 60°C for 2 days. Ultrathin
sections were collected on 300-mesh copper grids, counterstained with
uranyl acetate and lead citrate, and examined with a Morgani ZEISS EM
109 transmission electron microscope (Saraiva et al., 2008) [13].

Morphometry

a. Optical analysis

All ovaries were colleted in diestrus and were fixed in Bouin’s fluid,
dehydrated, and embedded in paraffin. Serial sections 4-5-um were cut,
mounted on glass slides, and placed in a 60°C oven for 30 min. Sections
were then deparaffinized in xylene and rehydrated in graded alcohol. From
each ovary was made 30 sections, by a physical dissector method as
described in Myers et al., 2004 [14], in brief, slices were obtained in a
serial procedure, in which the first and last of each group of ten sections are
analyzed. Slices were stained with hematoxylin-eosin and evaluated for
histologic identification of ovarian compartments. Follicles stages were

defined by classification proposed by Pedersen and Peters, 1968 [15].
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Newly formed corpora lutea, primary follicles, secondary follicles and
antral follicles were counted in 10 different sections, in eight ovaries for
each group (control and experimental group), and results analyzed by
parametric ANOVA. A counting frame was designed with five squares of
2500 pm? and the number of luteal cells was accounted in 12 pictures from
distinct corpora lutea for each group and analyzed by Kruskal Wallis/ Dunn
test.
b. Ultrastructural analyses

To quantify the number of lipid droplets and mitochondriae, 20
electron micrographs showing the entire cell profile and nucleus were
randomly taken at the magnification of x4,400. Data were compared by
Mann Withney test.

Hormone assays

Serum concentration of progesterone was measured by Radio
Immuno Assay (RIA) as described in the instructions provided by
manufacturer’s kits (DSL, Siemens Medical Solutions Diagnostics), with
sensitivity of 0.02ng/mL. Assy precision are 2,7-8,8% for intraassay
coefficient of variation and 3,9-9,7% for interassay coefficient of variation.
Data were analyzed with t-test to compare the progesterone levels between
controls and the organisms submitted to Vardenafil treatment.

Biochemical assay
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Serum was also evaluated for the lipid profile (cholesterol, HDL,
LDL, VLDL and triglyceride). Serum concentrations were measured by
spectrophotometer method in Integra 400 — Roche. Data were compared by

t-test.
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RESULTS

In optical analyses, developing follicles of Vardenafil-treated group
showed no morphological difference comparing to the control group,
however in treated ovaries, general view showed corpora lutea with a dense
content. Also, no differences were observed in primary follicles, secondary
follicles and corpora lutea counts between control and treated group.
However, the number of antral follicles was significantly lower than those
observed in the control samples (Table 1).

Interestingly, although the number of corpora lutea showed no
significant difference between groups, the number of luteal cells in corpora
lutea was higher in the treated group than observed in the non-treated
females (Figure 1 and Table 1). It was not possible to distinguish small and
large luteal cells, in agreement to previous observations (STOCCO et al.,
2007) [16].

Ultrastructural analyses of developing follicles from the control
group showed primary follicles presenting an oocyte in its interior,
surrounded with granulosa cells presenting round shape, lipid droplets,
endoplasmic reticulum, mitochondria, ribosomes, and nucleus with one or
more evident nucleolus. Secondary follicles presented double-layered
granulosa cells with similar morphology compared to primary follicle. It
was possible to define theca cells, which had flat shape, lipid droplets,

ribosome and elongated nucleus and nucleolus. Antral follicles presented
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antral fluid, an oocyte surrounded by cumulus granulosa cells, mural
granulosa cells and theca cells (Figure 2A, C and E).

Vardenafil-treated group showed developing follicles with similar
morphology (Figure 2B, D and F).

However, analyses of luteal cells from control and treated groups
showed important differences. Ultrastructural analyses of luteal cells from
control group showed abundant lipid droplets and several mitochondria
with tubular cristae, scattered in the citoplasm. Ribosomes were visible
near to the nucleus (Figure 3A and B). Conversely, luteal cells from
Vardenafil-treated group showed a minor number of mitochondria, and a
paucity of lipid droplets. Several ribosomes were present in cytoplasm,
isolated or attached to the endoplasmic reticulum (Figure 3C and D).

Ultrastructural morphometric analyses (Table 2) were accomplished
for some parameters. For measuring the size of luteal cells, we calculated
the mean diameter of 40 cells (20 for each group). Mean diameter of
Vardenafil-treated group was considerably smaller than control cells. Also,
Vardenafil-treated cells had statistically significant lower number of
mitochondria and lipid droplet. In order to compare data of cell diameter
and number of mitochondria we used t test; however, to compare number
of lipid droplet we used MannWhitney test, since variance was

heterocedastic.
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Serum progesterone was measured in both groups; however, no
statistical differences were observed (Table 3).

Biochemical tests showed no difference between groups in
cholesterol, LDL, triglyceride and VLDL levels. However, HDL was

significantly lower in Vardenafil-treated group (Table 3).
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DISCUSSION

This 1s the first description of chronic treatment with
phosphodiesterase 5 inhibitor on follicular development. The present study
demonstrates that the phosphodiesterase-5 inhibitor treatment alters the
ovary physiology, suggesting that induced higher levels of cGMP may
affect these cells.

According to Scott et al. (2004) [7], the use of cGMP analogue (8-
Br-cGMP) in ovarian cells culture, improved the proportion of viable
follicles by reducing the degree of follicle atresia. These authors suggested
that the Protein kinase G (PKG), which is a ¢cGMP-dependent protein
kinase and has a broad range of targets, could represent a pivotal regulatory
role in granulosa cell viability through calcium intracellular levels.
Specifically, this enzyme acts to (1) stimulates calcium efflux by activating
the plasma membrane calcium ATPase; (2) inhibits calcium influx by
closing calcium channels; and (3) blocks IP3 receptor mediating calcium
release from cellular stores (Peluso, 2003) [17]. In contrast, we observed a
lower number of antral follicles in Vardenafil-treated group, probably due
to an induction of the atresia. Possibly, these contrasting results may be due
to different methodologies utilized, since we performed all the assays in
vivo. Interestingly, no difference was observed in the corpora lutea counts;
possibly multiple estrous cycles assays could confirm the follicle atresia

Process.
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The luteal cells are responsible for the progesterone production,
which is responsible for maintaining endometrium for early pregnancy. The
synthesis of progesterone involves: (1) acquisition or synthesis of
cholesterol, (2) esterification (for storage) or deesterification of cholesterol,
(3) mitochondrial transport of cholesterol, (4) hydroxylation and cleavage
of the cholesterol side chain to yield pregnenolone, and (5) conversion of
pregnenolone to progesterone. Intracellular transport of cholesterol seems
to be the rate-limiting step in progesterone biosynthesis and the step most
acutely influenced by second messengers. Niswender (2002) [18] proposed
a model to explain progesterone secretion in luteal cells, suggesting that
activation of PKC (Protein Kinase C) inhibits progesterone synthesis in all
luteal cells, and only in large-luteal cells activation of PKC causes an influx
of calcium leading to cellular degeneration. In ovine luteal cells, acute
activation of protein kinase C (PKC) did not alter the activity of the
steroidogenic cascade enzymes p450scc and [B-HSD; however,
progesterone production was lower in those cells (Wiltbank et al., 1993)
[19]. Other studies suggest that PKC is involved with phosphodiesterase
activity, regulating intracellular cGMP levels and steroidogenesis
(Mukhopadhyay et al.,, 1988) [20]. The present results showed no
differences in the progesterone serum levels, although morphological
features as minor lipid and mitochondria content suggested a diminished

steroidogenesis.
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Hawkins et al. (1995) [21] showed that increased secretion of
progesterone has direct association with the augment of lipid inclusions in
cells of the corpus luteum, and was accompanied by an increase in
cholesterol and HDL. Likewise, in our study, Vardenafil treated group
showed a decrease in cellular lipid content, a decrease in serum HDL, and a
tendency to decrease of progesterone and LDL, VLDL, cholesterol and
triglyceride, which is in agreement with results obtained by these authors.

Ayala et al. (2007) [22] showed that chronic use of sildenafil
increased the energy balance and action of insulin in mice fed with diets
rich in fat, leading to a decrease in weight gain and fat mass, probably due
to higher energy expenditure, suggesting that chronic use of iPDES5 can
change the lipid profile. Recently, Behr-Roussel et al. (2008) [23]
demonstrated that treatment with Sildenafil for long-term normalized the
hipertrigiceridemia in the experimental model of insulin resistance.

Cholesterol sources in luteal cells are directly related to
steroidogenesis. There is evidence that SR-BI, the HDL receptor, is
strongly expressed during luteinization in pig; furthermore, in vitro studies
showed that its expression is not influenced by lipoprotein availability
(MIRANDA- JIMENEZ and MURPHY, 2007) [24]. This information
implicates that HDL receptor expression may be mediated by ovarian
stimuli and suggests that HDL is the major source of substrate for

steroidogenesis. TRIGATTI et al. (1999) [25] uses a homozygous null SR-
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BI knockout mice to show that SR-BI is required for maintaining normal
biliary cholesterol levels, oocyte development, and female fertility.
Observing ovaries of those animals, corpora lutea showed a decrease of
lipid content, but progesterone levels didn’t showed statistical difference
comparing to wildtype mice. Similarly, the present results showed no
difference in the serum progesterone levels in Vardenafil-treated animals;
however, long-term treatments could be useful for more detailed data.

In the present study a lower number of antral follicles were observed,
probably this may be due to inadequate delivery of HDL-cholesterol for
membrane synthesis or steroidogenesis, inadequate delivery of nonsteroidal
HDL lipids (e.g., lipid-soluble vitamins), or deficiencies in HDL functions
other than selective cholesterol uptake. In addition, morphometric analysis
revealed that the group treated with Vardenafil presented corpora lutea with
elevated number of cells, although those cells were smaller than those from
the control group. Furthermore, luteal cells had significantly lower numbers
of lipid inclusions and mitochondria. These morphological changes could
be related to lower levels of HDL due to treatment with Vardenafil, which
would be necessary for normal levels of steroidogenesis.

Although striking morphological alterations were observed in the
corpora lutea, no difference was detected in the total corpora lutea number
when compared to the antral follicles, possible treatment with different

doses or therapeutic schemes could provide more obvious data.
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We can then suggest that the phosphodiesterase-5 inhibitors can
interfere in luteal cells by two different mechanisms: directly by increasing
the concentration of intracellular cGMP intracellular or by altering the
HDL-cholesterol levels.

In conclusion, the chronic treatment with Vardenafil induced an
altered morphology of luteal cells which suggests an inhibitory effect on
progesterone production, probably via cGMP accumulation or altered HDL
serum levels. These data should be taken in account, since this therapeutic
scheme has been extensively used worldwide for long periods in patients
with pulmonary hypertension disorders. Additional experiments are in
development in our laboratory to a better characterization of the mode of

action of Vardenafil on luteal cells steroidogenesis.

Acknowledgements: This work has been supported by Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico

e Tecnologico (CNPq).



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

REFERENCES
[1] LUGNIER, C. — Cyclic nucleotide phosphosdiesterase (PDE)
superfamily: a new target for the development of specific therapeutic

agents. Pharmacology & therapeutics 2006; 109; 366-398.

[2] DENNINGER, J. W., MARLETTA, M. A. — Guanylate cyclase and the
NO/cGMP signaling pathway. Biochimica et Biophysica Acta 1999; 1411;

334-350.

[3] LUGNIER C, SCHOEFFTER P, LE BEC A, STROUTHOU E,
STOCLET JC. - Selective inhibition of cyclic nucleotide

phosphodiesterases of human, bovine and rat aorta. Biochemichal

Pharmacology 1986; May 15;35(10):1743-51.

[4] MARTIN W, FURCHGOTT RF, VILLANI GM, JOTHIANANDAN
D. - Phosphodiesterase inhibitors induce endothelium-dependent relaxation
of rat and rabbit aorta by potentiating the effects of spontaneously released

endothelium-derived relaxing factor. Journal Pharmacology and

Experimental Therapeutics 1986, May; 237(2):539-47.

[5] LAPOLT, P. S. — Roles of cyclic GMP in modulating ovarian functions.

Reproductive BioMedicine Online 2002, Jan-Feb; 6(1):15-23.



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

[6] MCGEE, E., SPEARS, N., SAWAKO, M., HSU, S. Y., CHUN, S. Y.,

BILLIG, H., HSUEH, A. J. W. — Preantral ovarian follicles in serum-free
culture: suppression of apoptosis after activation of the cyclic guanosine
3°,5’- monophosphate pathway and stimulation of growth and

differentiation by follicle-stimulating hormone. Endocrinology 1997;

138(6); 2417-2424.

[7] SCOTT, J. E., ZHANG, P., HOVATTA, O. — Benefits of 8-
bromoguanosine 3’,5’-cyclic monophosphate (8-Br-cGMP) in human

ovarian cortical tissue culture. Reproductive BioMedicine Online 2004,

March 8(3); 319-324.

[8] SASSEVILLE, M., GUILLEMETTE, C., COULOMBE, Z.,
RICHARD, F. - Detection and Potential Role of 3’-5’Cyclic Guanosine
Monophosphate (cGMP)-Specific Phosphodiesterase 5A (PDESA) in

Porcine Ovary . Fertility and Sterility 2005, 84; S397 - S397.

[9] MEHROTRA N., GUPTA M., KOVAR A., MEIBOHM B. - The role
of pharmacokinetics and pharmacodynamics in phosphodiesterase-5

inhibitor therapy. International Journal of Impotence Research 2007, May-

Jun;19(3):253-64.



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

[10] ZHAO, L., MASON, N. A., MORRELL, N. W., KOJONAZAROV,
B., SADYKOV, A., MARIPOV, A. MIRRAKHIMOV, M. M.,
ALDASHEV, A., WILKINS, M. R. — Sildenafil inhibits hypoxia-induced

pulmonary hypertension. Circulation 2001, 104; 424-428.

[11] MARCONDES, F. K., BIANCHI, F. J, TANNO, A. P. -
Determination of the estrous cycle phases of rats: some helpful

considerations. Brazilian Journal of Biology 2002, 62(4a); 609-614.

[12] SCHWARZ, E. R., KAPUR, V., RODRIGUEZ, J., RASTOGI, S.,
ROSANIO, S. — The effects of chronic phosphodiesterase-5 inhibitor use

on different organ systems. International Journal of Impotence Research

2007, 19; 139-148.

[13] SARAIVA, K., ; SILVAIR, V., ; TORRES, D., ; DONATO, M., ;
PERES, N., ; SOUZA, J., ; PEIXOTO, C. - Changes in mouse Leydig cells

ultrastructure and testosterone secretion after diethylcarbamazine

administration. Micron (Oxford) 2008, v. 39, p. 580-586.

[14] MYERS, M., BRITT, K. L., WREFORD, N. G. M., EBLING, F. J. P.,



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

KERR, J. B. — Methods for quantifying follicular numbers within the

mouse ovary. Reproduction 2004, 127; 569-580.

[15] PEDERSEN, T., PETERS, H. — Proposal for a classification of
oocytes and follicles in the mouse ovary. Journal of Reproduction and

Fertility 1968; 17(3); 555-7.

[16] STOCCO, C.; TELLERIA, C.; GIBORI, G. - The Molecular Control
of Corpus Luteum Formation, Function, and Regression. Endocrine

Reviews 2007, 28 (1): 117-149.

[17] PELUSO, J. J. - Progesterone as a regulator of granulosa cell viability.
The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 2003, 85(2-5);

167-173.

[18] NISWENDER, G. D. - Molecular control of luteal secretion of

progesterone. Reproduction 2002, 123; 333-339.

[19] WILTBANK, M. C., BELFIORE, C. J., NISWENDER, G. D. —
Steroidogenic enzyme activity after acute activation of protein kinase (PK)

A and PKC in ovine small and large luteal cells. Molecular and Cellular

Endocrinology 1993., 97(1-2):1-7.



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

[20] MUKHOPADHYAY, A. K., LEIDENBERGER, F. A. - Effect of a
tumour-promoting phorbol ester on atrial peptide-induced testosterone

production and cyclic GMP accumulation by isolated mouse Leydig cells.

Molecular and Cellular Endocrinology 1988, 56(1-2):171-6.

[21] HAWKINS, D. E., NISWENDER, K. D., OSS, G. M., MOELLER, C.
L., ODDE, K. G., SAWYER, H. R., NISWENDER, G. D. - An increase in
serum lipids increases luteal lipid content and alters the disappearance rate

of progesterone in cows. Journal of Animal Science 1995, Vol 73, Issue 2

541-545.

[22] AYALA, J. E., BRACY, D. P., JULIEN, B. M., ROTTMAN, J. N.,
FUEGER, P. T., WASSERMAN, D. H. - Chronic treatment with sildenafil

improves energy balance and insulin action in high fat-fed conscious mice.

Diabetes 2007, 56(4):1025-33.

[23] BEHR-ROUSSEL, D., OUDOT, A., COMPAGNIE, S., GORNY, D.,
LE COZ, O., BERNABE, J., WAYMAN, C., ALEXANDRE, L.,
GIULIANO, F. - Impact of a long-term sildenafil treatment on pressor

response in conscious rats with insulin resistance and hypertriglyceridemia.

American Journal of Hypertension 2008, 21(11):1258-63.



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

[24] MIRANDA-JIMENEZ, L., MURPHY, B. D. - Lipoprotein receptor
expression during luteinization of the ovarian follicle. American Journal of

Physiology - Endocrinology and Metabolism 2007,293:1053-1061.

[25] TRIGATTI B, RAYBURN H, VINALS M, BRAUN A, MIETTINEN
H, PENMAN M, HERTZ M, SCHRENZEL M, AMIGO L, RIGOTTI A,
KRIEGER M. - Influence of the high density lipoprotein receptor SR-BI on
reproductive and cardiovascular pathophysiology. The Proceedings of the

National Academy of Sciences Online (US) 1999, Aug 3;96(16):9322-7.



O ~J o U WDN

OO UIUTUUTUIUTUTOTOT S DB BB DDEDDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNONNNNRE R PR R R R
O™ WNHFRFOWVWOJdNTT D™ WNROWVW®O-JAUTDWNROWOW®-JdOANUTDWNR,OWW-TJAUBRWNR OWO®D-TI0U S WN R O W

Legends to figures

Figure 1 — Luteal cells. A, untreated luteal cells. B, Smg/kg Vardenafil-
treated luteal cells. Observe that vardenafil-treated cells are numerous than

untreated ones (arrows). Stained with hematoxylin-eosin. Bars, 25 pm.

Figure 2 - Follicular cells. A (primary), C (secondary) and E (antral)
untreated follicles. B, D and F - 5mg/kg Vardenafil-treated follicles.
Observe round granulosa cells (G) presenting nucleus (N) with two or more
evident nucleolus, and elongated theca cells (T). ZP, zona pellucida; A,
antrum; O, oocyte. Bars, 5 um (A, B, C, D); 2 um (E, F).

Figure 3 - Ultrathin sections of control luteal cells (3A and B) and
vardenafil-treated cells (3C and D). In control group, numerous lipid
droplets (L) and mitochondria (M) with tubular cristae are scattered though
the cytoplasm. Ribosomes (arrows) were evident nearby to the nucleus (N).
In vardenafil-treated group, observe numerous mitochondria (M), and few
lipid droplets (L), compared to control group. Several ribosomes were
present in cytoplasm (arrows), isolated or attached to the endoplasmic

reticulum. Bars, 2 um (A, B); 1 um (C, D).
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Legends to tables

Table 1 - Quantitative analysis of follicles, corpora lutea and luteal cells
numbers in control and Vardenafil-treated mice. * Significant difference of
antral follicles numbers between groups (ANOVA, p<0,05). **Significant
difference of numbers of luteal cells between Vardenafil Smg/kg and
control groups (Kruskal Wallis/ Dunn, Z(1, 58)=4,05, p<0,01).

Table 2 - Ultrastructural morphometric analyses on luteal cells after
Vardenafil treatment. *Significant difference of mean diameter between
Vardenafil 5mg/kg and control samples (t(0,05; 38)=5,2921; p<0,0001).
**Significant difference of mitochondria numbers between groups
(t(0,05;38)=4,228; p<0,0001). ***Significant difference of lipid droplets
numbers between groups (Z(U)(0,05;38)=3,828; p<0,001).

Table 3 - Effect of Vardenafil treatment on mice serum progesterone,
cholesterol, triglyceride, VLDL, LDL and HDL levels. *Significant

difference between treated and control biochemical samples (p<0.01).
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Tables 1

Table 1
Control Vardenafil-treated
Primary Follicles 6,513 8,2
Secondary Follicles 6,35 7,525
Antral Follicles 8,338 5,825%
Corpora Lutea 5,663 5,15

luteal cells 28,33 35,933**




Tables 2

Table 2

Control Vardenafil-treated
Mean diameter 13,088+1,538um 10,638+1,386um*
Mitochondria 105,1+£37,087 63,35+23,979%*

Lipid 54,55+27,53 24,1512, 38%**




Tables 3

Table 3

Control Vardenafil-treated P<0.01
Progesterone 0,97 1,33 0,173
(ng/dL)
Cholesterol 73,5 70,11 0,206
(mg/dL)
Triglyceride 213,7 198,32 0,167
(mg/dL)
VLDL (mg/dL) 42,53 39,56 0,174
LDL (mg/dL) 6,14 5,23 0,178
HDL (mg/dL) 75,85 63,48* 0,00098




CAPITULO I




3.1 - DADOS COMPLEMENTARES
Material E Métodos

Desenho experimental

Todos os experimentos utilizando animais de biotiniam realizados de
acordo com o Comité de Etica Animal (L-080/08 — @HEIOCRUZ).

Vinte e quatro fémeas adultas de camundd@wgiss webstecom 45 dias
de idade e pesando entre 30-35g foram utilizadasin®nais foram examinados
guanto ao seu estado de saude e foram aclimatadosldente, de temperatura
25°C e ao fotoperiodo 12h claro: 12h escuro. Osaisi foram colocados em

caixas de metal e foram alimentados com a dietgipatb laboratorio.

Os grupos experimentais foram compostos por 12 asin© grupo
tratado recebeu 5 mg/kg/dia de Vardenafil (LEVITHBgyer) diluido na agua
(filtrada e autoclavada), cuja dose foi ajustadactrdo com o consumo diario
de cada animal, conforme descrito em ZHAO et @32@ara o grupo controle
a agua foi administrada sem nenhuma adicdo. Caaalafoi mantido em

gaiola isolada, como forma de evitar alteracdesiclo estral.

O ciclo estral de murinos tem duracdo média derguat cinco dias e é
caracterizado por quatro fases, proestro, estraestne e diestro, as quais
podem ser determinadas pelos tipos celulares cid@swno esfregaco vaginal.
A secrecao vaginal dos animais foi coletada diagi#e pela manha, entre as
8h-10h, para avaliar possiveis alteracbes no aslhval causadas pelo uso
cronico do iPDE na ciclicidade murina, por métodsatito em MARCONDES
et al, 2002. Os animais sofreram contencdo maau@m ajuda de uma pipeta,
utilizando ponteiras plasticas limpas, eram intadios 10uL de solucdo salina
(NaCl 0,9%) autoclavada na cavidade vaginal. Odawaginal ndo corado foi

colocado em lamina de vidro e observado a fresoomeroscopio 6tico, com
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aumento de 10x. Assim a proporgao entre os trés tiplulares era reconhecida
e a fase do ciclo do animal era registrada. O plEesoanimais foi realizado

diariamente.

Como forma de evitar falsas alteracbes morfologicas ovarios, 0S
animais s6 sofreram eutanasia ao se encontraratresioo. Com isso, 0 tempo
de tratamento variou de 28-32 dias. Esse tempdefi@rminado por Schwarz et

al, 2007, como forma de simular os efeitos do u8nico de iPDES5.

Apds o tratamento, os animais do grupo controleratado foram
anestesiados com xilasina e quetamina antes d#acsedéaguinea. Esta foi
realizada por puncédo cardiaca (sem anticoagulaete), soro separado e
armazenado a -70°C para ser utilizado nos testgsiibnicos. Cada animal teve
0s ovarios dissecados para serem processados pa@saopia eletrbnica e

oOtica.
Morfologia

Os ovérios coletados no diestro foram fixados emifBadesidratados e
incluidos em parafina. Cortes seriados de drbforam realizados, montados
em laminas de vidros e mantidos a 60°C por 30 m&uls secdes foram

desparafinizadas em xilol e reidratadas em séeesedcentes de alcool.

Para avaliar alteracdbes nas enzimas que compOemaszata
esteroidogénica, cortes ndo corados foram subngetido técnica de
imunohistoquimica. As laminas utilizadas foramadais pela técnica de APES,
para garantir uma melhor aderéncia do materiala@mnal foi desparafinizado e
hidratado. Foi feito o bloqueio da peroxidase eedage os sitios antigénicos
expostos (“steam heat incubation”). Incubou-se ©oanticorpo primario, e a

revelagao foi realizada utilizando o kit Dako Cyaiiman LSAB+ System-HRP
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(Cédigo K0690, Dako Diagnésticos S. A., BarcelonAks laminas foram
contracoradas com hematoxilina (para coloracdo dodean), desidratadas,
clarificadas e montadas. Os anticorpos utilizadosarh para localizar as
enzimas StAR (sc-25806, Santa Cruz BiotechnologyC.] Santa Cruz,
California), citocromo P450scc (AB1244, Chemicoteinational, Inc., Canada)
e PB-HSD (sc-30821, Santa Cruz Biotechnology, INC.,t&a@ruz, Califérnia),
nas concentracoes de 1:100, 1:200 e 1:100, regpeetnte. Para evidenciar as

imunomarcacoes, as fotos foram processadas nogpnagPicasa 3.
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Resultados

Em microscopia otica, os foliculos em desenvolvitoalo grupo tratado
com Vardenafii ndo apresentaram nenhuma diferengafoldgica em
comparacdo com os foliculos apresentados pelo groptrole. Os foliculos
primarios possuiam um od6cito e uma camada de eélldagranulosa com
formato cubico (Figuras 1 e 2). Os foliculos sedus$, por sua vez,
apresentaram um oo0cito aumentado de tamanho condupha camada celular
(Figuras 3 e 4). Nas figuras 5 e 6 podemos obsezwamenor aumento, o perfil
completo de foliculos antrais do grupo controley(iFa 5) e tratado (Figura 6).
Em maior aumento, podemos ver os detalhes do lolamtral, como o odcito,
células do cumulus, células da granulosa muraisjaséda teca e o antro
(Figuras 7 e 8). Note que as células presentesnpo liteo de animais tratados
com Vardenafil (Figura 9) sdo mais numerosas doagueélulas dos animais

nao tratados (Figura 10).
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Figura 1: Foliculo primario do grupo controle, praa & superficie do ovéario. Apresenta o odcito ewisterior e células da
granulosa com formato cuboidal. Aumento 40x.

Figura 2: Dois foliculos primarios em ovario do gouratado, apresentando morfologia normal. Noteafoliculo superior
apresenta o o6cito aumentado em tamanho, e emsdlueais ja apresenta células da granulosa formdnpla camada,
caracteristica de foliculos que estéo ingressandsstagio secundario. Aumento: 40x.
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Figura 3: Micrografia de ovario do grupo controlesitando um foliculo secundario. Note que o oGiiesenta aumento
de diametro (comparando ao foliculo primario) eélslas da granulosa formam uma dupla camada quévertodo o
odcito. Aumento: 40x.

Figura 4: Foliculo secundario em ovario de animahtlo com Vardenafil. Observe a morfologia simalarfoliculo do
grupo controle. Aumento: 40x.
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Figura 6: Foliculo antral em ovério de animal twataom Vardenafil. Aumento: 20x.
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Figura 7: Micrografia mostrando um foliculo antilal grupo controle. Observe o odcito (0), célulamglosas do cumulus
ooforus (c) e murais (m), células da teca (t) eitig antral (a). Aumento: 40x.

Figura 8: Foliculo antral do grupo tratado. Obsenacito (0), células granulosas do cumulus osf@cd e murais (m),
células da teca (t) e liquido antral (a). AumedAtx.
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Figuras 9 e 10: micrografias de corpo liteo. Naie @s células tratadas com Vardenafil (Figura 9gqem ser mais

numerosas do que as células ndo tratadas (FigurAdmento: 40x.




A analise imunohistoquimica dos corpos luteos @eranzimas StAR,
P450scc e [BHSD revelou marcacdo em ambos os grupos, corgrdlatado.

Entretanto, as micrografias do grupo tratado mgmtrauma marcagcao mais

intensa que o do grupo controle (Figuras 11-16).

Figuras 11-16: 11, 13, 15: micrografias correspateteao grupo controle; 12, 14, 16: micrografiasespondentes ao grupo
tratado. 11-12: imunolocalizacdo da enzima StAR143imunolocaliza¢do da enzima P450scc. 15-16: aluwalizacdo da
enzima $-HSD.
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CAPITULO IV




4.1 - DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que o tratamentacor@om inibidores
da fosfodiesterase altera a morfologia de célulamianas, sugerindo que a
inducao de altos niveis de GMPc pode afetar estalas.

Na analise de microscopia otica, os foliculos némahstraram nenhuma

diferenca morfoldgica entre os grupos.

O resultado da imunohistoquimica mostrou que as imasz
esteroidogénicas estdo presentes nas célulassluteajrupo tratado. Embora a
morfologia das células tratadas sugira uma alterageroidogénica no grupo
tratado, as células luteinizantes neste grupo ept@sm marcacao ligeiramente
maior que o grupo controle, o que denota uma eg@icesormal das enzimas
esteroidogénicas. Possivelmente, o fato de sevars@ma maior marcacao das
células deva-se ao seu menor tamanho conforme atatst pelas analises
morfométricas, o que poderia ocasionar uma maiarcatracdo dessas
moléculas.

Em conclusdo, podemos afirmar que o tratamentoicoéoom o

Vardenafil induziu uma alteracdo morfolégica nalsile§ luteais e exerceu uma
dados devem ser levados em consideracdo, uma eezsqa esquema terapéutico
tem sido utilizado mundialmente para tratament@aeentes com hipertenséo

pulmonar.
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