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Resumo

ASSIS, V. L. Efeitos do liofilizado do extrato hidroalcodlico da casca da raiz de Dioclea
grandiflora Martius ex Bentham em ratos diabéticos com disfuncdo erétil. 143 F. Tese de
Doutorado (P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB, 2016.

Dioclea grandiflora € uma planta da familia Leguminosae, exclusiva da caatinga brasileira.
Estudos demonstraram diversas propriedades farmacoldgicas de extratos ou componentes
desta planta, como propriedades antioxidantes e efeitos benéficos no sistema
cardiovascular. Entretanto, ndo ha relatos sobre sua atividade na funcao erétil. Desta forma,
este estudo objetivou caracterizar o liofilizado do extrato hidroalcodlico da casca da raiz de
D. grandiflora (LEHDg), bem como avaliar seu efeito sobre a funcdo erétil de ratos
normoglicémicos e diabéticos. Para isto, foram utilizados ensaios experimentais in vitro e in
vivo. LEHDg apresentou grande concentragéo de compostos fendlicos pelos métodos Folin-
Ciocalteu e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Além disso, este liofilizado
demonstrou potente atividade anti-radicalar frente ao radical DPPH®. Em preparacdes de
corpo cavernoso (CC) de ratos pré-contraidos por fenilefrina, LEHDg induziu relaxamento
dependente de concentracdo. Entretanto, esta resposta foi significativamente reduzida na
presenca de L-N-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME), inibidor da NOS; 2-(4-fenil)-4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-1-oxi-3-6xido sal de potassio (PTIO), sequestrador do NO radicalar e
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), inibidor da ciclase de guanilil soluvel
(CGs), sugerindo a participacdo da via NOS/NO/CGs em seu efeito relaxante. A acao
antioxidante do LEHDg foi avaliada em cortes de CC tratados pela sonda dihidroetideo
(DHE). Este liofilizado reduziu os niveis de fluorescéncia basal desta sonda, quando
comparada ao controle e ao controle positivo (apocinina), comprovando agédo antioxidante.
Diante destes resultados, investigou-se a a¢do do LEHDg sobre a disfungéo erétil (DE) de
animais com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ). Os ratos foram divididos em 5
grupos: grupo controle (ndo diabéticos), grupo STZ, trés grupos STZ tratados com LEHDg
(25 ou 37,5mg/kg) ou com sildenafila (1,5mg/kg), os quais foram tratados por 28 dias. Nos
ratos diabéticos, o peso corporal reduziu e os niveis glicémicos aumentaram, quando
comparados ao grupo controle. O tratamento com LEHDg ou sildenafila ndo afetou estes
parametros. A funcao erétil foi avaliada pela relacao pressao intracavernosa/pressao arterial
média (ICP/MAP). A ICP/MAP nos grupos diabéticos foi significantemente reduzida quando
comparada ao grupo controle. Os tratamentos com LEHDg ou sildenafila promoveram
melhora deste parametro, sugerindo reducdo da DE por estes tratamentos. Em preparacfes
de CC, a resposta contratii maxima com fenilefrina foi significantemente aumentada em
ratos diabéticos, comparada ao grupo controle. Os tratamentos com LEHDg ou sildenafila
reduziram esta hipercontratilidade. Da mesma forma, houve aumento significativo da
resposta contratil induzida pela estimulagdo por campo elétrico em CC de animais
diabéticos, entretanto, apenas o tratamento com LEHDg 37,5mg/kg reduziu este efeito. A
resposta relaxante induzida pela acetilcolina foi reduzida significativamente em CC de
animais diabéticos quando comparados ao grupo controle. Este efeito foi revertido pelos
tratamentos com LEHDg ou sildenafila. Em cortes de CC, o tratamento com LEHDg ou
sildenafila reduziu significativamente a fluorescéncia basal da sonda DHE, quando
comparados aos animais diabéticos. Estes resultados demonstram que LEHDg € rico em
compostos fendlicos, com potente atividade antioxidante, que promove relaxamento em CC
pela via NOS/NO/CGs. Em animais com DE induzida pelo diabetes, LEHDg promove
melhora da funcdo erétil, como também melhora da funcdo endotelial, diminuicdo da
hipercontratilidade e reducdo do estresse oxidativo nos corpos cavernosos.

Palavras-chave: Dioclea spp. Corpo cavernoso. Diabetes. Atividade antioxidante. Funcéo
erétil.
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ASSIS, V. L. Effects of the lyophilized of the hydro-alcoholic extract from the bark of Dioclea
grandiflora root Martius ex Bentham in diabetic rats with erectile dysfunction. 143 F. Doctoral
Thesis (Graduate Studies in Natural Products and Synthetic Bioactive) PgPNSB/CCS/UFPB, 2016.

Dioclea grandiflora is a Leguminosae family plant, exclusive of the Brazilian Caatinga.
Studies have shown various pharmacological properties of extracts or components of the
plant, such as antioxidant properties and beneficial effects on the cardiovascular system.
However, there are no reports on its activity in erectile function.Thus, this study aimed to
characterize the lyophilized of the hydro-alcoholic extract of the bark of D. grandiflora root
(LEHDg) and to assess its effect on erectile function of normoglycemic and diabetic rats. To
this end, in vivo and in vitro experimental assays were used. LEHDg showed great
concentration of phenolic compounds by Folin-Ciocalteu methods and high-performance
liquid chromatography (HPLC). Also, this lyophilized demonstrated potent anti-free radical
activity against DPPH® radical. In rats corpus cavernosum preparations (CC) pre-contracted
by phenylephrine, LEHDg induced concentration dependent relaxation. However, this
response was significantly reduced in the presence of L-N-nitro-arginine methyl ester
(L-NAME) NOS inhibitor; 2-(4-phenyl)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxy-3-oxide potassium
salt (PTIO), the NO radical scavenger and 1H-[1,2,4] oxadiazole [4,3-a] quinoxalin-1-one
(ODQ) cyclase inhibitor of soluble guanylyl (CGs), suggesting the involvement of via
NOS/NO/CGs in its relaxing effect. The antioxidant activity of LEHDg was evaluated in CC
cuts treated by dihidroetid probe (DHE). This lyophilized has reduced the basal fluorescence
levels of this probe when compared to the control and the positive control (apocynin), proving
antioxidant action. Given these results, we investigated the action of LEHDg on erectile
dysfunction (ED) in streptozotocin (STZ) induced diabetic rats. The rats were divided into 5
groups: control group (non-diabetic), STZ group and three STZ groups treated with LEHDg
(25 or 37.5 mg/kg) or sildenafil (1.5 mg/kg), which were treated with 28 days. In diabetic rats,
body weight decreased and glucose levels increased, when compared to the control group.
Treatment with LEHDg or sildenafil did not affect these parameters. Erectile function was
assessed by the ratio intracavernous pressure/mean arterial pressure (ICP/MAP). The
ICP/MAP in diabetic groups was significantly reduced when compared to the control group.
Treatment with sildenafil or LEHDg promoted improvement of this parameter, suggesting a
reduction of ED by these treatments. In CC preparations, the maximum contractile response
to phenylephrine was significantly increased in diabetic rats compared to controls.
Treatments with LEHDg or sildenafil reduced this hypercontractility. Likewise, a significant
increase in contractile response induced by electrical field stimulation in CC of diabetic
animals, however, only treatment with LEHDg 37.5 mg/kg reduced this effect. The relaxing
response induced by acetylcholine was significantly reduced in CC of diabetic animals when
compared to the control group. This effect was reversed by treatment with LEHDg or
sildenafil. In CC cuts, treatment with sildenafil or LEHDg significantly reduced basal
fluorescence of DHE probe when compared to diabetic animals. These results demonstrate
that LEHDg is rich in phenolic compounds with potent antioxidant activity that promotes
relaxation in CC via NOS/NO/CGs. In animals with diabetes induced ED, LEHDg promotes
improvement in erectile function, as well as improved endothelial function, decreased
hypercontractility and reducing oxidative stress in the corpus cavernosum.

Key words: Dioclea spp., corpus cavernosum, diabetes, antioxidant activity, erectile function.
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1 INTRODUCAO

A disfuncéo erétil (DE) € um disturbio multidimensional bastante comum que
tem efeitos negativos sobre a atividade sexual e reprodutiva, prejudicando a
qualidade de vida do paciente e do parceiro. Trata-se, portanto, de um importante
problema de salde, pois gera ansiedade, depressdo, diminuicdo da autoconfianga,
que, por sua vez, dificulta ainda mais a erecao peniana (MORELLI et al., 2011).

A erecdo do pénis é determinada por um equilibrio complexo entre os
sistemas nervosos central e periférico e da integridade do sistema vascular peniano
(MELLER et al., 2013). A fisiologia da erec¢do peniana possui 0 6xido nitrico (NO)
como o principal mediador. Grande parte de sua producdo ocorre por meio da
enzima sintase do NO (NOS), que produz niveis fisiologicamente relevantes deste
mediador nas células endoteliais e nas termina¢cdes nervosas autonémicas do pénis
(MUSICKI; BURNETT, 2006).

O NO liberado apés estimulos eretogénicos difunde-se dos seus tecidos de
origem para as células do musculo liso presentes no corpo cavernoso e arteriolas,
onde se liga e estimula a ciclase de guanilil solavel (CGs). A ativacao desta enzima
leva ao aumento da producdo do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), com
consequente ativacdo da proteina cinase dependente de GMPc (PKG), que, por sua
vez, fosforila varios alvos intracelulares. Esta sinalizacéo resulta em hiperpolarizacéo
e reducdo citoplasmatica de Ca®**, causando o relaxamento do musculo liso
cavernoso (IGNARRO et al., 1990; GHALAYINI, 2004).

O relaxamento das células musculares lisas nas arteriolas e no corpo
cavernoso promove alteracées hemodinamicas no pénis, que levam a expansdo dos
corpos cavernosos e a oclusédo do efluxo venoso, resultando na erecéo
(ANDERSSON; STIEF, 1997; DIAZ-DIAZ et al., 2012). Anormalidades funcionais
e/ou estruturais que afetam a circulagdo peniana ou quaisquer dos fatores que
participem do processo erétii podem desencadear no desenvolvimento da DE
(AGARWAL et al., 2006; DECALUWE et al., 2014).

Evidéncias sugerem que a DE usualmente coexiste e compartilha vias de
sinalizacdo fisiopatologicas comuns com varias morbidades, como dislipidemia,
doenca cardiovascular e diabetes mellitus (DM) (VLACHOPOULOS et al., 2013). O
DM é um dos fatores de risco mais comuns para o desenvolvimento da DE. Estudos

epidemioldgicos sugerem que o diabetes do tipo 1 e 2 estdo associados com risco
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aumentado de DE, o que é relatado em mais de 50% dos homens com diabetes no
mundo (GIULIANO et al., 2004; THORVE et al., 2011).

O DM pode causar DE por meio de uma série de vias fisiopatolégicas
(HATZIMOURATIDIS; HATZICHRISTOU, 2009). Estas incluem, principalmente, a
neuropatia, disfuncdo endotelial, alteracdes estruturais/funcionais no musculo liso
dos corpos cavernosos, alteragbes hormonais e aumento sustentado do estresse
oxidativo (DIAZ-DIAZ et al., 2012).

O aumento do estresse oxidativo € caracterizado principalmente pela
elevacao dos niveis do anion superoxido (03) que, por sua vez, reage com NO para
formar peroxinitrito (OONQO), um oxidante citotoxico, resultando na diminuicdo deste
mediador. Além disso, as espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS)
desencadeiam disfungéo das células endoteliais por meio de uma multiplicidade de
mecanismos que também contribuem para o desenvolvimento da DE
(PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007; DIAZ-DIAZ et al., 2012).

Nos ultimos anos, um grande numero de estudos foi publicado com o
objetivo de encontrar novas estratégias terapéuticas para o tratamento de DE
(DECALUWE et al., 2014). Varios antioxidantes, tais como a vitamina E, o selenato
de sddio, a melatonina e o acido ascérbico demonstraram atenuacdo da disfuncéo
neurogénica e endotelial no corpo cavernoso de animais diabéticos do tipo 1 e 2
(GOCMEN et al., 2000; PASKALOGLU; SENER; AYANGOLU-DULGER, 2004; GUR
et al., 2005).

Outra familia de antioxidantes com capacidade mais potente de eliminacéo
de radicais livres sdo os polifendis, como a quercetina, o acido elagico e o
resveratrol. Estes compostos também demonstraram efeito protetor sobre a funcao
erétil por impedir o dano oxidativo em animais diabéticos, com consequente melhora
da DE destes animais (GOSWAMI et al., 2014; BOYDENS et al., 2015).

Neste contexto, o Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular do Programa
de Poés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade
Federal da Paraiba (PgPNSB/UFPB) tem pesquisado a acdo de extratos de plantas
como potenciais produtos no tratamento da DE (ALVES, 2012). Bem como, a
utilizacdo de produtos ricos em compostos fendlicos com acdo antioxidante no
sistema cardiovascular (LUCIANO et al., 2011).

A Dioclea grandiflora Martius ex Bentham é uma liana, popularmente

conhecida como olho-de-boi, encontrada em uma area com cerca de 800.000 km?
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no Cerrado e Caatinga do Nordeste brasileiro (CASTRO; CAVALCANTE, 2010). O
extrato hidroalcodlico da casca da raiz desta planta possui diversos compostos
fendlicos e alguns deles ja4 demonstraram capacidade antioxidante e efeitos
benéficos sobre o sistema cardiovascular (SILVEIRA E SA et al., 2013). Entretanto,
ndo ha relatos na literatura sobre a acdo deste extrato sobre a funcao ereétil.

Desta forma, este estudo teve como objetivo realizar a caracterizacéo
fitoquimica do liofilizado do extrato hidroalcodlico da casca da raiz da D. grandiflora
(LEHDg), bem como avaliar o seu efeito sobre a funcédo erétili de ratos

normoglicémicos e diabéticos e 0s seus possiveis mecanismos de acao.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de LEHDg sobre a funcédo erétil de ratos normoglicémicos e
diabéticos e os seus possiveis mecanismos de acao.

1.1.2 Objetivos Especificos

» Realizar a caracterizagédo fitoquimica do LEHDg;

» Investigar o efeito relaxante do LEHDg em corpo cavernoso isolado de rato e a
participacdo da via NOS/NO/CGs;

» Avaliar a acao antioxidante do LEHDg em corpo cavernoso de rato;

= Investigar o efeito do tratamento do LEHDg sobre a medida de ICP/MAP,
reatividade a agentes relaxantes e contracturantes e sobre o estresse oxidativo

em ratos diabéticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ANATOMIA E FUNCAO DO PENIS

O pénis é o 6rgao genital e copulatério externo masculino que executa duas
fungdes: a ejaculacdo do sémen e a eliminagéo da urina (JUNG et al., 2014). Este
O0rgdo € uma estrutura Unica composta de glande, musculos bulboesponjoso e
isquiocavernoso, corpo esponjoso e dois corpos cavernosos emparelhados
(MUNDY; HEALY, 2005).

Os corpos cavernosos compreendem duas das trés colunas de tecido erétil,
estando posicionados dorsalmente, e a terceira coluna, 0o corpo esponjoso, esta
posicionada ventralmente, envolvendo a uretra (GUMUS et al., 2004). As trés
colunas do tecido erétil sdo formadas por uma malha de feixes de trabéculas que
possuem células musculares lisas, fibroblastos, colageno, elastina e terminacdes
nervosas, formando as paredes dos sinusodides ou lacunas, que sdo internamente
cobertos por endotélio (MAS; ESCRIG; GONZALEZ-MORA, 2002) (Figura 1).

Figura 1 — llustracéo do corte transversal do pénis humano

— veia dorsal superficial

N fascia de Colles
artéria dorsal

veia dorsal profunda nervo dorsal do pénis

fascia de Buck

veias circunflexas
artéria cavernosa

COrpo esponjoso
artéria uretral
uretra

Fonte: Adaptado de Hsieh et al., 2012

tunica albuginea

COrpo cavernoso

O corpo cavernoso é um sistema de alta pressdo que aumenta a rigidez do
pénis durante a ere¢cdo e mantém o seu formato durante a cépula (KELLY, 1999). O
corpo esponjoso € um sistema de baixa pressdo (PUROHIT; BECKETT, 1976) que

infla a glande durante a erecdo e apoia 0 seu tecido durante a coOpula
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(HOLMES et al., 1991; WILLIAMS-ASHMAN; REDDI, 1991). Cada corpo cavernoso
€ encapsulado por um tecido fibroso, formado principalmente por fibras de colageno,
denominada de tunica albuginea (BROCK et al., 1997). Os trés corpos de tecido
erétil sdo cercados pela fascia de Buck e fascia de Colles, que separam 0s corpos
cavernosos das camadas da pele (HSIEH et al., 2012; JUNG et al., 2014).

Entre a tunica albuginea e fascia de Buck esta localizada, na posicdo média,
a veia dorsal profunda, que recebe sangue da veia circunflexa proveniente do corpo
esponjoso e, das veias emissarias, que correspondem as saidas do plexo venoso
subtunical dos corpos cavernosos, de onde coletam o sangue dos sinusoides pelas
veias crural e cavernosa. Uma Unica veia dorsal superficial estd localizada entre a
fascia de Buck e fascia de Colles para a drenagem venosa generalizada dos tecidos
superficiais (HSU et al., 2003; HSU, 2006; HSIEH et al., 2012).

O suprimento de sangue arterial do pénis, por sua vez, € realizado
principalmente pela artéria iliaca interna, um ramo da iliaca comum, que fornece o
fluxo arterial para o pénis através de trés ramos da artéria pudenda interna. O
sangue para o corpo cavernoso € fornecido pelas artérias dorsais do pénis, que se
estendem ao longo de cada lado da veia dorsal profunda, e pelas artérias profundas
do pénis, localizadas nos corpos cavernosos, cujas ramificacbes sdo chamadas de
artérias helicinais e fornecem sangue durante a erecdo peniana (JUNG et al., 2014).

A erecédo peniana é neurologicamente controlada pelos sistemas simpatico e
parassimpatico. O plexo pélvico € o principal cruzamento de nervos autbnomos
genitais, composto por fibras parassimpaticas a partir das raizes sacrais nervosas
(S2 — S4) e fibras nervosas simpaticas das raizes nervosas simpaticas toracolombar
(T11 - L2). O plexo encontra-se em ambos os lados da bexiga e do reto, e se irradia
para todas as visceras pélvicas, incluindo o tecido genital masculino. As fibras
autonOmicas que vao para o pénis sdo chamadas coletivamente de nervo cavernoso
e regulam o fluxo sanguineo para o tecido erétil (YANG; JIANG, 2009).

Além da inervacdo autbnoma, o pénis possui inervacdo sensitiva e motora,
gue estao presentes nos ramos do nervo pudendo (WILLIAMS; WARWICH, 1980),
0S quais surgem dos segmentos S2 - S4. Existem trés ramos do nervo pudendo
(nervo dorsal do pénis, perineal e retal inferior), cada ramo sensorial leva as regides
S2 — S4 espinhais sinais provenientes das estruturas genitais, que sao
retransmitidas por meio do sistema nervoso central (SNC) via ascendente do trato
espinhal (GUERIT; OPSOMER, 1991).
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2.2INTUMESCENCIA E DETUMESCENCIA PENIANA

A erecdo peniana € o0 resultado final de um complexo processo
neurovascular em que estdo envolvidos os nervos, o endotélio sinusoidal, os vasos
sanguineos e as células do musculo liso do érgao alvo. A erecdo é basicamente
mediada por um reflexo espinal, o qual, dependendo do contexto em que ocorre,
envolve diferentes mecanismos neurais centrais, periféricos e/ou humorais
(ANDERSSON, 2011).

No SNC, apos a estimulacdo sexual (estimulos olfativo, auditivo e
ambiental), o hipotalamo esta exposto a entrada de diversos mediadores, dentre 0s
quais a dopamina parece ser 0 nheurotransmissor eretogénico primario
(HELLSTROM, 2008). Termina¢cfes nervosas contendo dopamina se conectam com
corpos celulares ocitocinérgicos no nucleo paraventricular, que, por sua vez, se
projetam para as areas extra-hipotalamicas do cérebro, tais como o hipocampo,
medula ventral e medula espinal (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008).

A ocitocina tem sido localizada em vias descendentes do hipotalamo para o
tronco cerebral e para os centros de controle autondmico dos tecidos eréteis do
pénis, na regido sacral espinal (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008). Além de vias
centrais, um estimulo eretogénico pode ter origem no centro de erecdo na regiao
sacral espinhal em resposta a estimulacdo tatil dirigida ao pénis, excitando os
neurbnios sensoriais que fazem sinapse no centro de erec¢édo sacral localizada na
regido de S2 — S4 (LUE, 2000).

As diferentes etapas de neurotransmissdo, propagacdo do impulso e
transducdo de sinais neurais intracelular na musculatura lisa do pénis ainda sao
apenas parcialmente conhecidas. No entanto, estd bem estabelecido que o equilibrio
entre fatores contracturante e fatores relaxantes controlam o grau de tbnus da
vasculatura do pénis e do musculo liso dos corpos cavernosos e determina o estado
funcional do pénis: detumescéncia (flacidez) ou intumescéncia (erecao)
(ANDERSSON, 2011).

O processo de intumescéncia peniana possui NO como seu principal
mediador (YETIK-ANACAK et al., 2015). A ere¢do peniana ocorre apos estimulacao
do SNC ou periférico e consequente ativacdo de nervos presentes nos corpos
cavernosos e nas pequenas artérias do pénis. Nos neurdnios ndo adrenérgicos nédo

colinérgicos (NANC), h4 o aumento do influxo de Ca®" pela abertura de canais de
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Ca?" sensiveis a voltagem (Cay), que resulta na formacdo do complexo de calcio-
calmodulina e ativacao da sintase do NO neuronal (nNOS) (ZAMBLE et al., 2006).

O NO também pode ser produzido a partir da ligacdo da acetilcolina (ACh),
liberada pelos neurdnios colinérgicos, com 0s receptores muscarinicos Mj
presentes no endotélio trabecular, o que leva a ativagdo da sintase do NO endotelial
(eNOS). Durante a erecdo, a atividade da eNOS é reforcada por um mecanismo
mediado por fluxo, que ocorre devido ao aumento do estresse de cisalhamento no
pénis, via fosforilacdo da Ser'*”’
como Akt), produzindo NO (MING et al., 2002).

Tanto a eNOS como a nNOS produzem o NO pela reacéo de conversao de

pela proteina cinase B (PKB, também conhecida

L-arginina em L-citrulina e NO, na presenca de oxigénio. Para a acdo enzimatica da
NOS também s&o necessarios cofatores adicionais como tetrahidrobiopterina (BHy,),
fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido (NADPH),
mononucleotideo de flavina (FMN) e dinucleotideo de flavina e adenina (FAD)
(ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; LASKER; PANKEY; KADOWITZ, 2013).

O NO proveniente das terminacbes nervosas NANC ou das células
endoteliais se difunde no musculo liso do corpo cavernoso e se liga ao ferro reduzido
(Fe?") na subunidade heme da CGs, aumentando a atividade catalitica desta enzima
e levando a formacéo de GMPc a partir do trifosfato de guanosina (GTP) (BELLAMY;
WOOD; GARTHWAITE, 2002). Os alvos moleculares ativados pelo GMPc na
musculatura lisa do pénis ainda estdo apenas parcialmente conhecidos, mas ja se
sabe que atua por meio de trés principais alvos: canais idnicos, fosfodiesterases
(PDE) e proteinas cinases, como a PKG (FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010;
ANDERSSON, 2011).

A ativagcdo de um receptor de membrana acoplado a proteina G por
prostaglandina E1 (PGE1l) também pode induzir o relaxamento das células de
musculo liso pela ativacao da ciclase de adenilil (CA). A ativacao da CA, por sua vez,
aumenta a conversao do trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), cujo aumento ativa a proteina cinase dependente de
AMPc (PKA) (LASKER; PANKEY; KADOWITZ, 2013).

Os eventos mediados pela PKA e PKG levam a inibicdo da via
noradrenérgica por meio da hiperpolarizagdo da membrana celular mediada,
principalmente, pela abertura de canais de potassio sensivel ao Ca* de grande

conduntancia (BKc,), inativacdo de canais de influxo de Ca®" na membrana e
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ativacdo da Ca®" ATP-ase na membrana do reticulo sarcoplasmaético. Todos estes
eventos culminam na diminuicdo global da concentracédo de Ca®" intracelular, com
consequente relaxamento do musculo liso dos corpos cavernosos e intumescéncia
peniana (Figura 2) (LIN et al., 2008; FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010; LASKER,;
PANKEY; KADOWITZ, 2013).

Figura 2 — Esquema do mecanismo de relaxamento do musculo liso no corpo

cavernoso
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Apoés o relaxamento do muasculo liso dos corpos cavernosos e das artérias
helicinais, hd o aumento do fluxo sanguineo peniano, que flui para os espacos
cavernosos vazios causando a dilatacdo dos corpos cavernosos, do corpo
esponjoso e, consequentemente, do pénis. Durante o processo erétil, ha a
compressédo das veias do plexo subtunical pela tinica albuginea e pelos musculos
isquiocavernoso e bulbo esponjoso que comprimem mecanicamente as veias do
corpo cavernoso, restringindo o fluxo de retorno do sangue para o sistema venoso.

Sem drenagem do sangue venoso, 0S COrpoS Cavernosos € COrpo esponjoso se
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tornam rigidos, mantendo a erecdo do pénis (ANDERSSON; WAGNER, 1995;
AZADZOI et al., 1995; JUNG et al., 2014).

Fisiologicamente, a sinalizac&o celular mediada pelo GMPc e AMPc € inibida
pela acdo das enzimas PDE que catalisam a hidrolise destes nucleotideos ciclicos.
Ha 11 superfamilias das PDEs nos mamiferos, onde todas, exceto PDEG6, séo
expressas nos corpos cavernosos (KUTHE et al., 2001). Dentre estas enzimas, a
PDES5 é a principal responsavel por terminar a sinalizacdo do GMPc na fisiologia da
erecdo e a sua inibicdo especifica tem demonstrado ser eficaz no tratamento de
distarbios na erecdo peniana (EARDLEY; CARTLEDGE, 2002).

As alteracbes hemodinamicas que ocorrem durante a erecao do pénis sdo
invertidas durante a detumescéncia e incluem contracdo dos musculos lisos
cavernosos, diminuicdo do fluxo arterial e restauracdo parcial ou total de fluxo
venoso (ANDERSSON; WAGNER, 1995). As fibras simpaticas dos plexos
hipogastricos e nervos esplancnicos sacrais mantém o musculo liso cavernoso em
estado contraido e medeiam a detumescéncia do pénis (JUNG et al., 2014). Esta
detumescéncia € mantida, principalmente, por meio da contracdo crbnica do
musculo liso pela ligacdo da noradrenalina, endotelina-1 e angiotensina Il aos seus
respectivos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) no musculo liso
(KAMM; STULL, 1985).

A cascata de sinalizacdo mediada por estes GPCRs aumenta o nivel de
Ca®* citosolico, que se liga a calmodulina, promovendo a ativacdo da cinase de
cadeia leve de miosina (MLCK). Uma vez ativada, a MLCK fosforila a cadeia leve da
miosina reguladora (MLC), permitindo que as cabegas dos filamentos de miosina se
liguem a actina e causem a contracdo do musculo liso, levando a flacidez peniana
(detumescéncia) (KAMM; STULL, 1985; SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).

Além da elevacao dos niveis de Ca®, a flacidez peniana também é mediada
pela ativacao da via RhoA/Rho-cinase (ROCK), uma importante via de sensibilizacao
ao Ca**, a qual atua de forma indepenpendente da concentracéo intracelular deste
ion (FENG et al., 1999; CHITALEY et al., 2001). A ativacdo desta via no muasculo liso
pode ocorrer pela ativagdo de GPCR por um ligante, que ativa o fator de troca de
guanina (Rho-GEF), o qual facilta a conversdo do difosfato de guanosina
(RhoA-GDP) para o trifosfato de guanosina (RhoA-GTP) e sua dissociagdo do
inibidor de dissociacdo de RhoA-GDP (Rho-GDI), permitindo que RhoA, uma
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pequena GTPase monomeérica, se ligue a multiplos alvos intracelulares, destacando-
se a ROCK (SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).

A ROCK, uma serinal/treonina cinase, cujas duas isoformas descritas em
corpo cavernoso (Rockl ou ROKb e Rock2 ou Roka) sdo capazes de manter o
estado fosforilado da MLC por meio da fosforilagéo e inibicdo da subunidade alvo da
miosina fosfatase 1 (MYPT1) da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP). A
inibicdo da MLCP promove a ponte cruzada de actina/miosina e a contracdo do
musculo liso cavernoso, contribuindo para o estado de detumescéncia peniana
(NARUMIYA, 1996; JIN; BURNETT, 2006; SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).

2.3 DISFUNCAO ERETIL

A funcdo erétili depende de um equilibrio preciso entre os fatores
psicolégicos, hormonais, neuroldgicos, vasculares e cavernosos. Entretanto, uma
alteracdo em qualguer um, ou uma combinacdo desses fatores pode levar a DE
(AGARWAL et al., 2006). A DE foi entdo definida pelo Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos, como a incapacidade de alcangar ou manter eregcao peniana
que possibilite uma atividade sexual satisfatoria (NIH, 1993).

A DE é um importante distarbio que afeta a qualidade de vida das pessoas,
entretanto, estudos epidemiolégicos sobre o tema apresentam sérias dificuldades,
como a grande variedade de abordagens metodoldgicas utilizadas
(KUBIN; WAGNER; FUGL-MEYER, 2003). Apesar deste problema, alguns estudos
comprovam a presenca mundial da doenga, com uma taxa de prevaléncia estimada
entre 10% e 20% em todo o mundo (DEROGATIS; BURNETT, 2008). Em 2025,
estima-se que mais de 322 milhdes de homens serdo afetados pela DE
(MCKINLAY, 2000).

No Brasil, estudos indicam uma alta prevaléncia de DE em todas as regides,
o que confirma que a DE é um importante problema de salde publica também em
nosso pais (ABDO et al., 2006). Estima-se que no Brasil cerca de 25 milhdes de
homens com mais de 18 anos sofrem de algum grau de DE, e que cerca de 11,3
milhdes tém DE moderada ou severa (MOREIRA JR et al.; MOREIRA et al., 2003).

A etiologia da DE é multifatorial e, geralmente, inclui disfuncdo endotelial,
alteracdo estrutural da vasculatura peniana, baixos niveis de testosterona,

manipulacdo cirargica prostatica prévia elou componentes psicogénicos
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(DEAN; LUE, 2005). Por muito tempo acreditou-se que a DE estava relacionada
exclusivamente a problemas psicoldgicos, entretanto, percebeu-se nas ultimas
décadas que mais de 80% dos casos de DE tem causas organicas
(FELDMAN et al., 1994; BIVALACQUA et al., 2003; MUSICKI; BURNETT, 2007).
Atualmente, a DE é considerada predominantemente uma doencga vascular da
circulacao peniana (SULLIVAN; KEOGHANE; MILLER, 2001; RERIANI et al., 2014)
e um marcador independente para 0 aumento de risco para doencas
cardiovasculares (DONG; ZHANG; QIN, 2011; VLACHOPOULOS et al., 2013).

A DE est4 associada a diversos fatores de risco de doenca cardiovascular,
como aterosclerose, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia, tabagismo e DM
(JOHANNES et al., 2000; MOINPOUR et al., 2000). O DM é considerada um dos
mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento da DE, sendo trés vezes
mais prevalente em homens com diabetes tipo 1 e 2 do que em homens nao
diabéticos (FELDMAN et al., 1994; GIUGLIANO et al., 2010). No estudo realizado
por Hakim e Goldstein (1996) foi estimado que 50 — 75% dos homens diabéticos tém

algum grau de DE.

2.4 DISFUNCAO ERETIL E O DIABETES MELLITUS

DM ¢é classificado como uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na acao da insulina, ou
ambos. Como resultado, a quantidade de glicose no sangue aumenta, enquanto as
células sao privadas de energia (KUMAR et al., 2012). DM é uma das doencas
cronicas mais comuns em todo o mundo e com ocorréncia crescente, assumindo
proporcdes epidémicas. Em 2011, mais de 371 milh6es de pessoas no mundo
tinham DM (LAM; LEROITH, 2012) e estima-se que este numero devera atingir 552
milhdes em 2030 (WILD et al., 2004).

DM tipo 1 é o resultado da destruicdo de células [B-pancreaticas com
consequente deficiéncia na producdo de insulina. Na maioria dos casos, a
destruicdo de células B € mediada por autoimunidade, porém existem casos em que
nao ha evidéncias de processo autoimune, sendo, portanto, referidos como forma
idiopatica de DM tipo 1. Por sua vez, DM tipo 2 ocorre quando h4 uma combinacgéo
de deficiéncia (secrecao inadequada de insulina em relagdo aos niveis de glicose do

sangue) e de resisténcia a insulina (reducéo da capacidade da insulina de estimular
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a captacdo de glicose). A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta
sobrepeso ou obesidade (DSB, 2015).

Uma associacdo entre DM e o desenvolvimento da DE tem sido
documentada na literatura desde 1978 (MCCULLOCH et al., 1980). A maioria dos
estudos que descreve a prevaléncia de DE em pacientes diabéticos ndo faz
distincdo entre diabetes tipo 1 e 2. Entretanto, alguns estudos relataram risco
semelhante de DE entre homens portadores de DM do tipo 1 e 2 (BACON et al.,
2002; KALTER-LEIBOVICI et al., 2005). Enquanto que Fedele e cols. (1998)
reportaram risco maior de desenvolver DE em homens com diabetes tipo 1. Foi
descrito também que a DE ocorre de forma precoce, cerca de 10 — 15 anos, em
homens diabéticos do que em homens nao diabéticos (FELDMAN et al., 1994;
PENSON et al., 2003).

A patogénese da DE em DM € multifatorial. A resisténcia a insulina, a
hiperglicemia e varios distirbios metabdlicos associados podem contribuir para a
cascata fisiopatolégica responsavel pelo desenvolvimento da DE em pacientes
diabéticos (MORANO, 2002; TRUSSELL; LEGRO, 2007). Os principais mecanismos
propostos de DE no diabetes de ambos os tipos sé&o representados por vasculopatia,
neuropatia e hipogonadismo (MAIORINO; BELLASTELLA; ESPOSITO, 2014).

As hipoteses neuroldgicas e vasculares coincidem no pressuposto de que
distirbios metabdlicos que ocorrem em individuos diabéticos causam angiopatia
pelo dano ao endotélio, enquanto que a angiopatia, por sua vez, provoca heuropatia
isquémica (SULLIVAN; KEOGHANE; MILLER, 2001). A vasculopatia diabética
consiste  em microvasculopatia, macrovasculopatia e disfuncdo endotelial
(MATSUI et al., 2015).

No pénis, a doenga microvascular € determinada pelo dano isquémico na
circulacao distal e pela neuropatia autondémica e periférica. Ambas as neuropatias
somaticas e autondmicas podem contribuir para a DE induzida por diabetes. Isto
ocorre devido a insuficiéncia de impulsos sensoriais a partir do pénis para o centro
erétil reflexogénico e pela reducdo ou auséncia de atividade parassimpatica que €
necessaria para o0 relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso
(NEHRA; MORELAND, 2001; DE TEJADA et al., 2005).

A doenca macrovascular em DM corresponde ao dano aterosclerotico nos
vasos sanguineos. No pénis, as lesbes aterosclerdticas na artéria pudenda interna

diminuem o influxo arterial para os corpos cavernosos. Ja tem sido demonstrado em
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modelos de DE que esta artéria sofre remodelamento patolégico, caracterizado por
espessamento medial, vasodilatagdo prejudicada e disfungcdo endotelial
(HANNAN et al., 2010; MATSUI et al., 2015). Como mencionado anteriormente,
varios fatores de risco cardiovasculares associados com DM contribuem para a
génese da insuficiéncia arterial peniana (BORTOLOTTI et al., 2001; ESPOSITO et
al., 2005; PONHOLZER et al., 2005) e todos convergem para a disfuncéo endotelial,
gue representa o denominador comum levando a DE vascular (GUAY, 2007).

A disfuncdo endotelial no diabetes manifesta-se com a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO, resultando no relaxamento insuficiente do musculo liso
vascular do corpo cavernoso. A diminuicdo da biodisponibilidade do NO pode ser
provocada por sua degradacéo acelerada pelas ROS, provenientes do aumento do
estresse oxidativo, bem como pela diminuicdo de sua producdo pela NOS
(BIVALACQUA et al., 2003).

A reducdo da producéo enzimatica de NO ocorre pela reducao da expressao
na enzima NOS, falta de substrato ou de cofatores para a NOS; alteracbes na
sinalizacao intracelular de tal modo que NOS ndo € apropriadamente ativada ou
permanece desacoplada (BIVALACQUA et al., 2003). Todos estes processos levam
ao desequilibrio entre as vias intracelulares vasoconstritoras e vasorrelaxantes,
favorecendo o aumento da vasoconstricdo (CHEITLIN, 2004; THORVE et al., 2011).

Tais afirmativas corroboram os achados encontrados em modelos de
animais diabéticos, como a diminuicdo do gene e da expressédo da proteina NOS no
endotélio e nos nervos, concomitantemente com a diminuicdo do GMPc e da PKG-1.
Outros estudos demonstraram niveis elevados de receptores vasoconstritores de
endotelina, RhoA, ROCK-1 e proteina cinase ativada por mitbgeno p38 (p38 MAPK)
em animais diabéticos com DE (CHIOU; LIU; JUAN, 2010; TOQUE et al., 2013).

A RhoA regula a p38 MAPK e a ativagdo de ambas esta relacionada com a
ativacdo da arginase, uma enzima que compete com NOS pelo substrato L-arginina,
diminuindo a producdo de NO no pénis (TOQUE et al.,, 2013). Por outro lado,
estudos em tecidos eréteis demonstraram que a via RhoA-ROCK esta envolvida na
super regulacdo de apoptose, pelo aumento da ativacdo de caspase-3 e fosfatase
homologa a tensina deletada no cromossomo 10 (PTEN) e diminuicdo da atividade
da PKB (LI et al.,, 2011). O aumento da apoptose, da deposi¢cdo de colageno e
diminuicdo da proliferagcdo de células endoteliais em DM crbnica leva ao
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remodelamento adverso do tecido erétil (CHANG et al., 2004; CHIOU; LIU; JUAN,
2010; SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014).

O remodelamento do tecido erétil de diabéticos também pode sofrer
alteracdes pela formacdo e acumulo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs), induzidas pela hiperglicemia. AGEs s&o os produtos de reacdes nao
enzimaticas entre glicose e lipidios, proteinas ou &cidos nucleicos (CARTLEDGE;
EARDLEY; MORRISON, 2001), que formam ligacGes covalentes com o colageno
vascular, levando ao espessamento vascular, reducdo da elasticidade, disfuncéo
endotelial e aterosclerose, culminando em DE (SINGH et al., 2001; THOMAS, 2011).

Além da producdo de AGEs, a hiperglicemia pode aumentar o estresse
oxidativo pela via do poliol ou via do sorbitol, que é relativamente especifica para o
DM. O aumento do estresse oxidativo ocorre como consequéncia da elevacao dos
niveis citosodlicos livres da relacdo NADH/NAD® (dinucleotideo de adenina e
nicotinamida reduzido e dinucleotideo de adenina e nicotinamida oxidado), similar ao
gue ocorre em tecidos com hipdxia. Este aumento nos niveis de NADH é atribuido
ao aumento da reducio dependente de NAD", que ocorre na segunda metade da via
do poliol (WILLIAMSON et al., 1993).

O aumento do fluxo da via do poliol diminui também os niveis de NADPH, o
qual é um cofator essencial para NOS. Isto aumenta os niveis intracelulares de
mensageiros secundarios para a liberacdo de célcio, tais como o diacilglicerol
(DAG), aumentando assim a contratilidade do musculo liso. A alteracdo nos niveis
de NADPH também altera o estado redox das células, que tem como resultado a
reducdo no teor de glutationa celular que, por sua vez, compromete a protecao
antioxidante, levando ao estresse oxidativo (WILLIAMSON et al., 1993).

O estresse oxidativo ocorre quando as células sdo expostas a niveis
excessivos de ROS, como resultado de um desequilibrio entre os mecanismos pro-
oxidantes e de protecédo conferidos por antioxidantes (ZALBA et al., 2000). ROS sé&o
formados durante o metabolismo normal devido a reducdo univalente da molécula
de oxigénio, sendo o anion seperéxido o mais importante entre as ROS. O peréxido
de hidrogénio (H20,), o acido hipocloroso (HOCI) e o peroxinitrito sdo outros radicais
livres importantes implicados no mecanismo fisiopatolégico da doenca vascular
(AGARWAL et al., 2006).

No diabetes, o0 estresse oxidativo é ativado diretamente pela hiperglicemia, o

qgue pode interferir na funcéo endotelial por afetar a funcdo da eNOS, a atividade de
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citocinas pro-inflamatérias, a liberagdo de fatores de crescimento e a contratilidade
do musculo liso. Fontes vasculares de ROS incluem NADPH oxidase, eNOS
desacoplada, transporte de elétrons mitocondrial, xantina oxidoredutase e ciclo-
oxigenase (MUNZEL et al., 2005).

A NADPH oxidase é um sistema induzivel de transporte de elétrons,
reconhecida como a principal enzima responsavel pela producdo do &anion
superéxido na vasculatura em doencas como diabetes, aterosclerose e hipertensao.
Esta enzima gera anion superoxido pela montagem de um complexo proteico de
multiplas subunidades, utilizando NADH e NADPH como substratos (LASSEGUE;
CLEMPUS, 2003). Em células endoteliais e em vasos sanguineos de pacientes e
animais diabéticos, foi encontrado aumento da atividade da NADPH oxidase e da
expressdo de suas subunidades (GUZIK et al., 2002; QUAGLIARO et al., 2003;
WENDT et al., 2005).

Uma vez formado, o anion superdoxido reage com NO para formar o
peroxinitrito, resultando em diminuicdo da biodisponibilidade do NO. O peroxinitrito é
uma molécula altamente toxica que provoca alteracdes nos mecanismos celulares e
apoptose, culminando em lesédo grave de pequenas artérias penianas de resisténcia
(JEREMY et al., 2007; RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). Além
disso, o peroxinitrito € um potente oxidante e o componente primario do estresse
nitroxidativo. Em concentracbes elevadas (>100 nM), o peroxinitrito pode sofrer
clivagem homolitica ou heterolitica para produzir NO,*, NO,, OH, radical a, que s&o
espécies oxidantes altamente reativas e componentes secundarios de estresse
oxidativo do NO (EVGENOV; LIAUDET, 2005).

Além de todos os mecanismos ja citados que levam ao desenvolvimento da
DE em individuos diabéticos, estudos tém demonstrado que homens com diabetes
sdo significativamente mais propensos a apresentar hipogonadismo, que é
caracterizada pela concentracao total de testosterona inferior a 300 ng/dL no sangue
(CORONA et al., 2006). A testosterona regula praticamente todos os componentes
da funcao erétil, a partir de ganglios pélvicos para o musculo liso e para as células
endoteliais dos corpos cavernosos (ISIDORI et al., 2014).

Este hormdnio também modula a temporizacdo do processo erétil, que
ocorre como uma funcé@o do desejo sexual, coordenando a ere¢do do pénis com o
ato sexual (ISIDORI et al., 2014). A relagéo entre o hipogonodismo e a DE tem sido

reforcada por alguns estudos em modelos de diabetes tipo | e Il com baixos niveis
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de androgénios que demonstraram a diminuicio da NOS peniana
(VERNET et al.,, 1995). Também foi observado que a deficiéncia de testosterona
induz alteracdes bioquimicas que levaram a DE em dois modelos experimentais
distintos de animais com DM (ZHANG et al., 2006).

A busca pelo entendimento sobre a funcdo e disfuncdo sexual tem
aumentado nos dltimos anos. As respostas sexuais sdo complexas, por isso foram
criados diferentes modelos in vivo focados na neurobiologia, psicofisiologia e
diferentes componentes funcionais das respostas sexuais masculinas (MCMURRAY;
CASEY; NAYLOR, 2006; GAJBHIYE et al.,, 2015). DM experimental pode ser
induzido em animais de laboratério por varios métodos. Um dos métodos utilizados
para inducdo de diabetes tipo 1 em animais ocorre por injecdo de drogas
diabetogénicas como aloxana ou estreptozotocina (STZ). Devido a instabilidade da
aloxana, a STZ é o agente de escolha para a inducdo de DM em animais
experimentais (IKEBUKURO et al., 2002; LENZEN, 2008; DIAZ-DIAZ et al., 2012).

A STZ (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranose), um analogo
citotoxico da glicose, € um agente antineoplasico sintético classificado quimicamente
como um antibiético que esta relacionado a outras nitrosureias utilizadas na
quimioterapia do cancer (RAKIETEN; RAKIETEN; NADKARNI, 1963; AKBARZADEH
et al., 2007; LENZEN, 2008). A STZ tem efeito citotoxico em células B-pancreaticas
pela sua ligacdo de baixa afinidade ao transportador de glicose GLUT2. A STZ inibe
a secrecao de insulina e provoca DM dependente de insulina (LENZEN, 2008).
Ratos que recebem a dose 60 mg/kg de STZ apresentam claramente sintomas de
deficiéncia de insulina, com aparecimento de DM clinica dentro de 2 - 4 dias ap6s
sua administracédo (WEISS, 1982; AKBARZADEH et al., 2007).

Assume-se que a toxicidade da STZ € dependente de sua atividade de
alquilacao do acido desoxirribonucleico (DNA) (BENNETT; PEGG, 1981; WILSON et
al., 1988). A transferéncia do grupo metil da STZ a molécula de DNA provoca danos,
gue ao longo de uma cadeia de eventos definidos (PIEPER et al., 1999) resulta na
fragmentacdo do DNA (YAMAMOTO; UCHIGATA; OKAMOTO, 1981). Na tentativa
de reparacdo do DNA, a poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) é hiperestimulada e
isto diminui o NAD" celular, e, posteriormente, os estoques de ATP (YAMAMOTO;
UCHIGATA; OKAMOTO, 1981; SANDLER; SWENNE, 1983). O esgotamento das
reservas de energia celular, finalmente, resulta em necrose das células B e no
desenvolvimento do DM (LENZEN, 2008).
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Individuos portadores de DM desenvolvem DE mais grave e de dificil
tratamento que pacientes ndo diabéticos, sendo propensos a exigir tratamentos mais
intensos (WALSH et al., 2014). Isto se deve ao fato que muitos homens diabéticos
tém neuropatia subclinica, o que reduz a eficacia dos medicamentos orais de
primeira escolha (CONDORELLI et al., 2013). Além disto, esta patologia comumente
esta associada com fatores de risco para DE como hipertensdo, hiperlipidemia,
sobrepeso e obesidade, sindrome metabdlica, tabagismo e sedentarismo
(BORTOLOTTI et al., 2001; NICOLOSI et al., 2003; PONHOLZER et al., 2005).

2.5 TERAPIAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO DA DISFUNCAO ERETIL

Apesar do progresso consideravel, o tratamento da DE em pacientes
diabéticos é muitas vezes dificili devido a sua etiologia multifatorial.
Consequentemente, é necessaria uma abordagem global, em que sado utilizadas néo
apenas uma, mas varias modalidades de tratamento para o gerenciamento da DE,
ao invés de apenas uma abordagem direcionada ao 6rgdo. Estas terapias séo
representadas por mudancas no estilo de vida, tratamentos farmacol6gicos e
utilizacdo de dispositivos ou préteses penianas (THORVE et al., 2011). As principais

terapias farmacolégicas da DE estdo resumidas no Quadro 1.

Quadro 1 — Resumo das terapias farmacoldgicas da DE em pacientes com diabetes

Terapia Mecanismo de acao Indicacao
Inibidores de Inibem a enzima PDEDS5, prolongando a | Terapia farmacoldgica
PDES5 atividade do GMPc no musculo liso de primeira escolha
cavernoso, resultando em aumento do para a DE (contra-
vasorrelaxamento e da rigidez da indicado em usuarios
erecao peniana de nitrato)
Substancias - Aumenta a concentracdo de AMPc, | Terapia farmacologica
vasoativas causando relaxamento do musculo liso utilizada quando os
intracavernosas pacientes nao
ou transuretrais: - Bloqueador a-adreneérgico respondem aos
- PGE1 inibidores da PDES
- Fentolamina - Inibidor n&o especifico de PDE
- Papaverina
Testosterona Normaliza os niveis de testosterona Hipogonadismo
associado ao diabetes

Fonte: Adaptado de MAIORINO; BELLASTELLA; ESPOSITO, 2014
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Inibidores da PDE (iPDE) sao considerados a primeira linha na terapia para
o tratamento da DE em pacientes diabéticos, entretanto é sabido que cerca de 50%
destes pacientes ndo séo responsivos a esta terapia. A sildenafila, a tadalafila e a
vardenafila s8o o0s principais representantes desta classe terapéutica
(BROCK, 2002; MALAVIGE; LEVY, 2009).

A sildenafila foi o primeiro inibidor potente e seletivo da PDES5
comercializado (Viagra®, Pfizer Inc.) para a DE masculina (FRANCIS; MORRIS;
CORBIN, 2008). Depois disso, foram desenvolvidos compostos mais potentes. A
tadalafila (Cialis®, Lilly-ICOS) foi sintetizada com maior seletividade para a PDE5 em
relacdo as PDE 1 — 4, com efeito mais duradouro (> 7h) que a sildenafila
(DAUGAN et al., 2003). A vardenafila (Levitra®, Bayer-GSK) foi sintetizada com
maior poténcia quando comparada aos demais iPDE5 (KERAVIS; LUGNIER, 2012).

Se o0s agentes orais ndo podem ser utilizados ou possuem eficacia
insuficiente, apesar da reeducacdo do estilo de vida e da dose adequada,
tratamentos de segunda linha devem ser requisitados. Estes tratamentos incluem
dispositivos de erecdo a vacuo, supositorio transuretral e terapia de injecdo
intracavernosa. Quando hé falta de eficacia ou quando ha insatisfacdo com outras
modalidades, as proteses penianas sao muitas vezes a melhor alternativa para a
DE, sendo considerada a terceira linha terapéutica para DE em pacientes diabéticos
(BRANT; BELLA; LUE, 2007).

2.6 PAPEL DAS SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES NA DISFUNCAO ERETIL

Defesas antioxidantes limitam o dano indiscriminado causado por radicais
livres de oxigénio e de nitrogénio (AGARWAL et al., 2006). A homeostase redox da
célula é assegurada pelo seu complexo sistema de defesa antioxidante enddégeno
qgue inclui diversas enzimas antioxidantes. Dentre estas, destacam-se a superéxido
dismutase, catalase, glutationa-peroxidase, compostos ndo enzimaticos, como
proteinas (ferritina, transferrina, ceruloplasmina e albumina) e sequestradores de
baixo peso molecular, como o &acido durico, coenzima Q e acido lipoico
(POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

A diminuicdo nos niveis de antioxidantes endogenos e o aumento do
estresse oxidativo ja foram demonstrados em animais e homens diabéticos. Por isso,

o papel da utilizacdo de antioxidantes ou substancias que inibam a acdo de enzimas
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produtoras de ROS como terapia para a DE tem sido extensivamente investigada
(AGARWAL et al., 2006; MUSICKI; BURNETT, 2007; DECALUWE et al., 2014).
Estudos tém demonstrado que varios antioxidantes como a vitamina E
(YOUNG et al., 2004), o selenato de sddio (GOCMEN et al., 2000), o acido ascérbico
(GUR et al.,, 2005), o &cido a-lipdico e gama-linolénico (KEEGAN; COTTER;
CAMERON, 2001) melhoraram a disfungcéo neurogénica e/ou endotelial em corpo
cavernoso de animais diabéticos.

Outros estudos demonstraram o efeito aditivo ou sinérgico de substancias
antioxidantes quando associadas aos IPDE5, atingindo uma melhor resposta
terapéutica em um menor intervalo de tempo. Esta associacdo também resultou em
um numero significativamente maior de pacientes responsivos a terapia, quando
comparados com IPDE5 ou antioxidantes administrados isoladamente
(VICARI et al., 2010; GOSWAMI et al., 2014; KOVAC et al., 2014).

Terapias baseadas na diminuicdo do estresse oxidativo podem ser obtidas a
partir da utilizacdo de plantas, que consistem em importantes fontes de substancias
antioxidantes a serem utilizadas na medicina moderna (CORDEIRO et al., 2015). A
obtencado de substancias com propriedades terapéuticas € uma das aplicacbes mais
antigas e consolidadas da biodiversidade. A natureza exibe grande variedade
quimica, podendo criar estruturas complexas e, muitas vezes, de dificil reproducao
em laboratério (PIMENTEL et al., 2015).

Nos dois ultimos séculos, a industria farmacéutica tem usado substancias
quimicas de ocorréncia natural, tanto como principios ativos em si quanto como base
para o desenvolvimento de novas moléculas (PIMENTEL et al., 2015). Neste
contexto, a utilizacdo de produtos de origem vegetal com acdo antioxidante tem
gerado interesse de inumeros pesquisadores e jA demonstraram importantes acoes
sobre a DE em modelos de animais diabéticos (ERTUG et al., 2010; MOSTAFA et
al., 2013; YU et al., 2013).

A acédo dos compostos antioxidantes de origem vegetal sobre a DE de
animais diabéticos tem sido demonstrada por varios mecanismos. Dentre estes, ja
foi evidenciado melhora da fungdo endotelial e preservagdo do musculo liso (YOON
et al., 2013), diminuicdo da producdo de AGEs e ROS (WANG et al.,, 2015),
dimuicdo da hiperglicemia (GAO et al., 2012), protecdo das células endoteliais e
musculares e restauracdo da PKB (LI et al., 2013). Foi observado também a

preservacdo da integridade das células B-pancreaticas (COSKUN et al.,, 2005),
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inibicdo da super expressdo da NADPH oxidase (YANG et al., 2013), aumento da
biodisponibilidade do NO (ERTUG et al., 2010) e inibicdo da atividade da PDE5
(DELL'AGLI et al., 2005; RAHIMI et al., 2010).

Uma das classes mais interessantes de compostos vegetais envolvidos no
potencial tratamento da DE s&o os polifendis (PAVAN et al., 2015). Os polifendis
compreendem um grupo grande e abundante de compostos encontrados em plantas
e alimentos, tendo sido identificados mais de 8.000 diferentes representantes. Os
polifendis sdo moléculas antioxidantes que contém aneéis aromaticos ligados a um ou
mais grupos hidroxila (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; TSAO, 2010). Sua
atividade antioxidante tem sido associada, principalmente, as suas propriedades de
oxido-reducdo, as quais podem desempenhar importante papel na absorcdo e
neutralizacédo de radicais livres (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

Alguns estudos tém demonstrado que compostos fendlicos promovem o
relaxamento de corpo cavernoso em animais saudaveis e diabéticos (ZAMBLE et al.,
2006; CHAIYASUT et al., 2011), como também melhoraram e protegem os tecidos
eréteis da degeneracdo induzida pelo estresse oxidativo por meio de mecanismos
antioxidantes (SURESH; PRAKASH, 2011). Desta forma, plantas ou produtos de
origem natural ricos em polifendis podem representar importantes fontes de
substancias antioxidantes a serem utilizadas na terapéutica da DE
(PAVAN et al., 2015).

2.7 DIOCLEA GRANDIFLORA MARTIUS EX BENTHAM

Dioclea grandiflora é uma planta trepadeira que pertence a familia
Leguminosae, conhecida popularmente como mucuné, mucunéa-de-carogo e olho-de-
boi. D. grandiflora caracteriza-se como um cip6 exclusivo da Caatinga e Cerrado do
Nordeste brasileiro, revestido de pélos macios e curtos. Possui inflorescéncias nas
extremidades dos ramos com flores violeta, seu fruto € uma vagem rigida e pilosa,
abrigando 3 a 4 sementes que medem cerca de 2,5 cm. Na medicina popular, as
sementes sao utilizadas no tratamento de problemas na prostata e rins e para dor de
dente. Suas folhas e flores sédo indicadas para uso no tratamento de hérnia umbilical,
asma e bronquite (CASTRO; CAVALCANTE, 2010) (Figura 3).
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Figura 3 — Inflorescéncias da Dioclea grandiflora Martius ex Bentham

Fonte: CASTRO; CAVALCANTE, 2010

A investigacao fitoquimica de D. grandiflora mostrou a presenca de varias
substancias, especialmente de flavonoides e lectinas. As lectinas foram isoladas a
partir das sementes de D. grandiflora (MOREIRA et al., 1983), cuja estrutura foi
avaliada e detalhada em diversos estudos posteriores (RICHARDSON et al., 1984;
AINOUZ et al., 1987; GUPTA et al., 1996; RAMOS et al., 1996; DAM et al., 2000;
NAGANO et al.,, 2008; ZAMORA-CABALLERO et al.,, 2015). As lectinas séao
proteinas que possuem a habilidade de reconhecimento especifico e de se ligar
reversivelmente a carboidratos. Desta forma, apresentam varias aplicacdes, sendo
de grande interesse para as industrias farmacéutica e alimenticia
(SOUZA et al., 2013).

Lectinas provenientes das sementes de D. grandiflora apresentaram
atividade hemaglutinante similar a outras lectinas obtidas de grédos de plantas
brasileiras, como D. guianensis, Cratylia floribunda, D. violacea, D. virgata e
Canavalia brasiliensis (ASSREUY et al., 1997). Além disso, as lectinas extraidas das
sementes de D. grandiflora induziram inflamacdo cutdanea em camundongos, com
ulceracdo hemorragica e influxo de leucocitos polimorfonucleares e células gigantes
(LIMA et al., 1993). Estudos semelhantes demonstraram que estas lectinas também

estimulam células T nos linfonodos (BARBOSA et al., 2001) e induzem a producéo
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de NO por células mononucleares de murinos (ANDRADE et al., 1999). Além da
atividade pro-inflamatoria, foi observado que as lectinas de D. grandiflora também
inbbem a adesdo a superficie dos dentes de cinco diferentes espécies de
estreptococos (TEIXEIRA et al., 2006).

Diversos flavonoides foram isolados a partir do extrato da casca da raiz de
D. grandiflora. O primeiro flavonoide isolado descrito foi a diocleina (5,2’,5'-trihidroxi-
6,7-dimetoxiflavanona), uma flavonona considerada o componente majoritario deste
extrato (BHATTACHARYYA; BATISTA; ALMEIDA, 1995). Estudos realizados com a
diocleina mostraram diferentes atividades bioldgicas, principalmente no sistema
cardiovascular, como acao vasorrelaxante em aorta de rato por mecanismo
dependente de endotélio, pela ativacdo da via NOS/CGs/GMPc (LEMOS et al.,
1999) e independente de endotélio por inibicdo da proteina cinase C (PKC), inibicao
dos Cay e da liberacao intracelular dos estoques de Ca** (TRIGUEIRO et al., 2000).

Em artéria de resisténcia, a diocleina induziu vasorrelaxamento mediado
principalmente pela abertura de canais de K", com consequente efeito hipotensor
(CORTES et al., 2001). A diocleina também induziu aumento do fluxo sanguineo
coronariano (ALMEIDA et al., 2002) e potente inibicdo da atividade da PDE1 e de
outras PDE (2 — 5) em veia safena humana (GONCALVES et al., 2009). Além de
todas estas atividades no sistema cardiovascular, este flavonoide demonstrou ainda
atividade  antioxidante, inibicdo de PDE4, efeitos anti-inflamatorios
(GUABIRABA et al., 2010) e importante atividade analgésica (BATISTA; ALMEIDA,;
BHATTACHARYYA, 1995).

O segundo flavonoide isolado do extrato da casca da raiz de D. grandiflora
foi o dioclenol (3,5,7-trihidroxi-8-methoxi-6-prenilflavanone) (BHATTACHARYYA et
al., 1997), o qual apresentou acao anticonvulsivante, ansiolitica (DE ALMEIDA et al.,
2009) e antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2000). Em sequéncia, foi isolada a
dioflorina, (2',5,7- triidroxi-8-metoxi-6-prenilflavanona), que também demonstrou
atividade analgésica (ALMEIDA et al., 2000).

Estudos posteriores elucidaram a presenca de novos compostos
encontrados no extrato da casca da raiz da D. grandiflora, a citar, agrandol (5,7-
diidroxi-6-metoxi-8-prenilflavanona), paraibanol (2’,3,5,5',7-pentaidroxi-6-metoxi-8-
prenilflavano), diosalol (2,3,5,5’,7-pentaidroxi-6-metoxiflavanona), [(-amirina e
7,2’,5'-tetraidroxi-6-metoxi-8-prenilflavanona (JENKINS et al., 1999). Por fim, foi

isolado um novo flavonoide, o floranol (3,5,7,2'-tetrahidroxi-6-metoxi-8-
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prenilflavanona) que apresentou efeito vasorrelaxante com agao independente de
endotélio (LEMOS et al., 2006), como também acdo antioxidante por inibicdo da
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (BOTELHO et al., 2007).

Além dos estudos realizados com o0s componentes isolados de D.
grandiflora, diversos estudos também foram realizados com extratos desta planta
(SA; ALMEIDA; BHATTACHARYYA, 2013). Foi observado que varios extratos de
diferentes partes de D. grandiflora apresentaram atividade antimicrobiana contra
diferentes microrganismos (DA SILVA et al., 2010). O extrato aquoso das sementes
de D. grandiflora demonstrou acéo depressora do SNC e possivel acdo hepatotdxica
(MATTEL; LEITE; TUFIK, 1995).

J& o extrato hidroalcodlico das sementes de D. grandiflora induziu atividade
antinociceptiva de acdo central. O tratamento com este extrato por 30 dias
(500 mg/kg, via intraperitoneal) ndo apresentou efeito toxico nem a tolerancia
caracteristica dos opioides. Seu mecanismo foi sugerido por reducéo do influxo de
Ca”* no terminal axdnico do nervo aferente, com diminuicéo da atividade da CA, o
que resulta na reducdo dos niveis de AMPc e aumento do efluxo de K*
(ALMEIDA et al., 2003).

A acdo antinociceptiva também foi demonstrada em extratos de outras
partes de D. grandiflora, como o extrato hidroalcodlico da vagem das sementes, que
apresentou efeito antinociceptivo de acdo central e acdo anti-inflamatoria
(SA et al., 2010). Outros estudos demonstraram que o extrato da vagem desta planta
produziu atividade depressora sobre o SNC e efeito sedativo em camundongos,
indicando efeito ansiolitico (SILVEIRA E SA et al., 2013).

Resultados semelhantes foram encontrados com o extrato aguoso e
hidroalcoodlico da casca do caule de D. grandiflora, que também apresentou acao
analgésica central (BEZERRA CAVALCANTI; BOSCO LINDOSO COUTO, 2008).
Entretanto, o tratamento com o seu extrato aquoso (62 mg/kg, via intraperitoneal, por
sete dias), induziu importante toxicidade renal e hepéatica (LEONE DE ALMEIDA; DA
MOTA, 2005; DE ALMEIDA et al., 2013).

A fracdo aquosa do extrato etandlico da casca da raiz de D. grandiflora, via
intraperitoneal, também induziu efeito analgésico dependente de dose,
provavelmente por acao central via receptor opioide (BATISTA; ALMEIDA,
BHATTACHARYYA, 1995). Os ensaios toxicoldgicos agudos realizados com o
extrato etandlico da casca da raiz de D. grandiflora indicaram que a dose necessaria
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para matar 50% da populacéo teste (DLso) via intraperitoneal foi de 753 mg/kg, e que
por via oral a DLsy é superior & dose de 2000 mg/kg. Estes dados representam
grande seguranca para O seu UsO e suporte para estudos de longa duracao
(RAMALHO et al., 2015).

Como exposto anteriormente, produtos de origem vegetal ricos em polifendis
constituem importantes fontes de novas terapias para a melhora da funcao erétil em
estados patologicos, como o diabetes. Desta forma, torna-se bastante importante a
realizacdo de estudos com o extrato hidroalcoodlico da casca da raiz da D. grandiflora
para demonstrar seus possiveis efeitos benéficos sobre a DE, visto que, estes
estudos podem contribuir para o desenvolvimento de uma possivel nova alternativa

terapéutica no combate desta enfermidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) com cerca de 12 semanas
de idade, pesando de 280 - 320g, para os estudos agudos com animais
normoglicémicos. Para os estudos com animais diabéticos e seu controle, tratados
por vinte e oito dias, foram utilizados ratos Wistar com 8 a 13 semanas de nascidos.
Todos os animais foram provenientes do Biotério Prof. Thomas George - UFPB.

Estes animais foram mantidos em condicbes adequadas de pressédo e
temperatura (21 £ 1 °C), sob um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 — 18 horas), com
livre acesso & agua e racdo balanceada (racdo do tipo “pellets”, Purina®), conforme
recomendacdes internacionais (WOLFENSOHN; LLOYD, 2003). Todos o0s
protocolos experimentais, bem como a forma de eutanasia dos animais foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UFPB,
certiddo numero CEUA N° 1011/11 (Anexo 1).

3.2 OBTENCAO DO LIOFILIZADO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA
DA RAIZ DE DIOCLEA GRANDIFLORA MARTIUS EX BENTHAM

O extrato hidroalcodlico da casca da raiz de D. grandiflora foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho do PgPNSB, do Centro de Ciéncias
da Saude da UFPB. O extrato foi solubilizado em &gua destilada, na concentracao
de 0,1 g/mL, filtrado a vacuo (porosidade 3 pm), congelado por 24 horas na
temperatura de —80 °C (Freezer Thermo Fisher Scientific, Asheville, LLC, modelo
ULT1386-3-D42) e liofilizado em volumes de 20 mL por 48 horas (Liofilizador
FreeZone 6 Liter Benchtop Freeze Dry System, Labconco), obtendo o LEHDg com
cerca de 33,6% de rendimento.

Apés a sua preparacdo, LEHDg foi mantido de 0 a 4 °C, sendo solubilizado
apenas momentos antes de sua utilizacdo. Para a realizacdo dos ensaios
farmacoldgicos in vitro, LEHDg foi solubilizado em solugdo de Krebs-Ringer
(Quadro 2) ou em solucdo tampao fosfato de (PBS) (Quadro 3), para o0s

experimentos em cubas para Orgaos isolados e microscopia de fluorescéncia,
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respectivamente. Ja4 para o0s protocolos experimentais in vivo, o LEHDg foi

solubilizado em solucéao fisioldgica de NaCl 0,9% (solu¢éo salina).

3.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
substéancias: sal sddico de heparina, cloridrato de L(-) fenilefrina (FEN), cloridrato de
acetilcolina (ACh), L-N“-nitro-arginina-metil-éster (L-NAME), 1H-[1,2,4] oxadiazole
[4,3,a] quinoxalin-1-ona (ODQ), 2-(4-fenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxi-3-6xido
sal de potassio (PTIO), nitroprussiato de sodio (NPS), dihidroetidio (DHE),
dimetilsulféxido (DMSO), &cido galico monohidratado, reagente fendlico Folin-
Ciocalteu (FO), 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH?®), apocinina, acido
3,4-dihidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, &cido p-cumarico, &cido salicilico,
acido siringico, acido trans cinamico, 2,5-dihidroxibenzoico, &cido vanilico, acido
ferulico, acido elagico, acido cafeico, rutina, miricetina, quercetina, naringenina,
catequina, hesperetina, crisina, todos obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S&o
Paulo-SP, Brasil), cloridrato de xilazina (Syntec; Santana de Parnaiba — SP, Brasil),
cloridrato de cetamina (Ceva; Paulinea — SP, Brasil), citrato de sildenafila (Gamma,;
Sé&o Paulo-SP, Brasil), estreptozotocina (STZ) (Cayman Chemical; Ann Arbor — M,
EUA), carbonato de sédio (Na,CO3), acido sulfurico (H.SO,), acido anidrico acético
(C4H603), acido cloridrico (HCI), cloreto férrico (FeCls), cloroférmio (CHCI3), acetona
(C3Hg0), acido oxalico (H2C,0,), acido borico (H3BOs3), éter etilico (C4H100), acido
férmico (CH,0,), metanol (CH3OH) e (C;HsOH) etanol, todos da Quimica Moderna
(Barueri — SP, Brasil).

Todas as substancias foram solubilizadas em agua de osmose reversa,
exceto o PTIO e o ODQ, que foram solubilizados em etanol absoluto e DMSO,
respectivamente. As solugdes foram mantidas de 0 a 4 °C e somente retiradas no

momento de cada experimento.
3.4 SOLUCOES NUTRITIVAS
Para a preparacdo das solucdes fisiolégicas foram utilizadas as seguintes

substancias: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio

(CaCly), sulfato de magnésio (MgSO,), bicarbonato de sodio (NaHCO3), fosfato de
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potdssio monobasico (KH,PO,), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e glicose
(C6H120s), todos provenientes da VETEC (Rio de Janeiro - RJ, Brasil). Os quadros 2
e 3, a seguir, demonstram a concentracdo utilizada de cada subtancia para as

respectivas solucdes nutritivas.

Quadro 2 — Composicao da solucéo de Krebs-Ringer (pH 7,4)

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,7
CacCl, 2,5
MgSO, 1,17
NaHCO; 25,0
KH,PO, 1,2
Glicose 5,6

Fonte: CLAUDINO et al., 2009

Quadro 3 — Composicéo da solugéo de PBS (pH 7,4)

Substancia Concentragcdo (mM)

NaCl 161,0
NaH,PO4 H,O 1,8
Na,HPO4 15,8

Fonte: FOLDVARI et al., 1998

3.5 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR DO LEHDg

Para a identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes em LEHDg, foi realizada a triagem fitoquimica preliminar para detec¢éo de
taninos, saponinas, esteroides, alcaloides e flavonoides, conforme descrito por
Evans (1989) e Harborne (1998), com modificacdes.
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3.5.1 Pesquisa de Alcaloides

Pesou-se 3 mg do LEHDg e o diluiu em 10 mL de agua de destilada,
alcalinizando-se com 0,8 mL (6 gotas) de NaOH 1%. A segquir foi adicionado 12 mL
da mistura de agua destilada:cloroférmio (CHCI3; 1:1), a qual foi filtrada com algodéo
e, em seguida, a camada cloroférmica foi separada em ampola de separacdo. A
solucéo cloroférmica foi acidificada com 6 mL de HCI 1%, agitando-se e deixando
decantar até apresentar-se limpida e, entdo, foi distribuida a solucdo acida
sobrenadante em tubos de ensaio. Adicionou-se separadamente aos tubos os
reagentes Bouchardat, Mayer, Dragendorff e acido silico tungstico, de modo que a

presenca de alcaloides foi avaliada de acordo com a presenca de precipitado.

3.5.2 Pesquisa de Esteroides

Pesou-se 3 mg do LEHDg, que foi diluido em 10 mL de agua de destilada. A
seguir, foi adicionado 2,5 mL de CHClI3, agitou-se e distribuiu-se em tubos de ensaio:
0,12; 0,25 e 0,5 mL. Em cada tubo, foi adicionado 2 mL de CHCI; e 1 mL de anidrido
acético, os quais foram agitados e sobre cada tubo foi adicionado 2 mL de H,SOy,,
agitando lentamente. Esta mistura foi deixada em repouso por alguns minutos, até a
formacdo de trés fases distintas. O aparecimento da cor rosa na fase intermediaria
confirma a presenca de esteroides. Os resultados foram comparados com padrdo de

colesterol e um padréo negativo.

3.5.3 Pesquisa de Taninos

Foi pesado 3 mg do LEHDg, sobre o qual foi adicionado 10 mL de agua
destilada, seguida por filtracdo com algoddo. Em seguida, esta solucdo foi
distribuida em seis tubos de ensaio, adicionando nos trés primeiros, gelatina 0,5% e,
nos outros trés, cloreto férrico (FeCls; 2%). Na reacdo da gelatina, a formacgéo de

precipitado indica a presenca de taninos.
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3.5.4 Pesquisa de Flavonoides

Em ampola de separacédo, adicionou-se 3 mg do LEHDg, 15 mL de agua
destilada e 15 mL de CHCI;, seguindo-se por repouso até a separacdo das
camadas, sendo desprezada a camada cloroférmica. Em seguida, foi adicionado 13
mL de metanol e a solucdo formada foi distribuida em dois tubos de ensaio. Ao
primeiro tubo foi adicionado 0,5 mL de HCl a 10% e uma fita de magnésio, deixando-
se reagir. O resultado positivo foi observado pelo aparecimento da coloracéo rosea.
O segundo tubo foi submetido a secagem em banho de aguecimento, a seguir foi
adicionado 5 gotas de acetona, 0,05 mg de &cido oxalico e a mesma quantidade de
acido boérico. Esta solucao foi secada novamente em banho de aquecimento por 5
minutos e adicionou-se 10 mL de éter etilico, observando em luz ultravioleta (UV) a

presenca de fluorescéncia.

3.5.5 Pesquisa de Saponinas

Solubilizou-se 3 mg do LEHDg com 10 mL de agua destilada, em tubo de
ensaio, agitou-se por um minuto e deixou a solu¢cdo em repouso por dez minutos. O

teste é considerado positivo quando a espuma permanece apds 0 repouso.

3.6 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A andlise do conteudo de fendlicos totais do LEHDg foi realizado pelo
método de Folin-Ciocalteu (FC), conforme descrito por Montreau (1972), com
modificacdes. Inicialmente, foi feita uma curva padréo de calibracdo com acido gélico
(9,41 — 0,47 pg/mL, em metanol para analise (P.A.)), um composto fendlico de
ocorréncia comum. Em seguida, foi realizada a leitura do branco e das amostras do
LEHDg em trés diferentes concentracdes (8,30; 4,15 e 2,07 pg/mL).

Para as analises de todas as amostras foram adicionados em diferentes
tubos 100 pL do padrdo (acido galico), do branco (metanol, P.A.) ou do LEHDg
(diluida em metanol P.A.). Em cada tubo também foi adicionado 200 pL do reagente
de FC 10% e, posteriormente, 800 pL de Na,CO3; (700 mM). Todas as solucdes
foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Aliquotas das amostras do

padréo, do LEHDg ou do branco foram transferidos para microplacas de 96 pocos e
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as respectivas absorbancias foram lidas em espectrofotometro (iMark Reader, Bio-
Rad) no comprimento de onda de 750 nm.

As analises foram realizadas em triplicata para calculo da média dos trés
resultados e os dados foram adquiridos pelo Software Microplat Manager 6. O
conteddo de compostos fendlicos total encontrado em LEHDg foi expresso como
equivalente grama do acido gélico em miligrama pelo peso seco em grama da
amostra (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007).

3.7 ANALISE DO LEHDg POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para a analise dos compostos fendlicos presentes em LEHDg foi utilizado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa. Neste procedimento
foi empregado o moédulo de separacdo (LC-20 AT, Shimadzu Corporation, Japao)
equipado com uma coluna C18 (SUPELCOSIL™ LC-PAH HPLC Column,
250 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 ym, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e um
detector UV-VISIVEL (Rheodyne, EUA). Foram pesquisados em LEHDg os
seguintes padrdes: acido galico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido 4-
hidroxibenzoico, &acido p-cumérico, &cido salicilico, acido siringico, &cido trans
cindmico, 2,5-dihidroxibenzoico, acido vanilico, acido ferdlico, &cido elagico, acido
cafeico, rutina, miricetina, quercetina, naringenina, catequina, hesperetina e crisina.

Para a construcao das curvas de calibracdo, os padrdes utilizados para este
estudo foram diluidos em diferentes concentra¢des (0,01; 0,03; 0,05; 0,10; 0,25;
0,50; 1,00 mg/mL). A amostra do LEHDg (5 mg/mL) e os padrdes foram eluidos em
um sistema gradiente que consiste nas seguintes fases moveis: solvente A (2% de
acido acético, v/v) e solvente B (acetonitrila: metanol, 2:1, v/v), em fluxo constante de
1 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C, o volume de injecéo foi de
20 yL e a leitura foi realizada em 280 nm (PRASAD et al., 2009). A area do pico de
cada componente quantificado na amostra do LEHDg foi integrado a partir do
cromatograma obtido do HPLC, utilizando o software LabSolutions (versdo 5.6,
Shimadzu Corporation, Japao), e a sua concentracdo foi calculada a partir da

equacdao obtida da respectiva curva de calibracao.
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3.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS DPPH*

A capacidade anti-radicalar do LEHDg foi avaliada conforme descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacbes. Para a realizacao deste
teste, inicialmente foi feita uma curva padrdo com o 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH®), um radical livre estavel. Foram utilizadas diferentes concentracdes de
DPPH®* (3,94; 7,89; 11,8; 15,77, 19,71, 23,66; 27,60 pg/mL; em metanol P.A.) para
obter a equacéo linear, que foi usada para calcular a sua concentracdo no meio de

reacao, determinada pela regressao linear a seguir:

As90onm = 0,01116 [DPPH®]T - 0.01031, com coeficiente de correlagéo r = 0,988

O LEHDg ou acido ascoérbico (o controle positivo), foram diluidos com
metanol P.A. em diferentes concentracbes (33,4; 16,6; 8,3; 4,1; 2,1; 1; 0,52 ug/mL e
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ug/mL, respectivamente) e, em seguida, adicionou-se
aos tubos DPPH® (17,71 ug/mL, em metanol P.A.). Aliquotas destas amostras foram
transferidas para microplacas de 96 pocos e as respectivas absorbancias foram lidas
em espectrofotbmetro (iMark Reader, Bio-Rad) no comprimento de onda de 430 nm,
em diferentes intervalos de tempo para a construcdo de uma curva cinética. As
leituras foram feitas até que ndo houvesse mais reducdo dos valores de
absorbancia, formando um platé, chamado de estado estacionario.

O tempo necessario para atingir o estado estacionario foi utilizado para uma
melhor compreensdo do comportamento antioxidante do LEHDg e projetar o
protocolo sobre a faixa de tempo ideal (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998) (SHARMA; BHAT, 2009). O percentual remanescente da
concentracdo de DPPH® na solucdo teste (%[DPPH®].em) foi calculado como se

segue:

. [DPPH®]

O %[DPPH®].em NO estado estacionario e a concentracdo das amostras,
obtidas a partir da equacéo linear, foi representada graficamente para obter a

concentracdo responsavel por 50% do efeito antioxidante maximo das amostras
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sobre o radical DPPH® (CEso). As andlises foram realizadas em triplicata para céalculo
da média dos trés resultados e os dados foram adquiridos pelo Software Microplat
Manager 6 (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; MISHRA; OJHA,
CHAUDHURY, 2012).

3.9 ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

3.9.1 Ensaios farmacolégicos utilizando corpos cavernosos isolados de rato

em cubas para 6rgéos isolados

ApoOs a eutanasia dos animais, o pénis foi retirado na regido de insercao da
crura e imediatamente colocado em solucdo de Krebs-Ringer (Quadro 2) para
remocéao dos tecidos conectivos e remocado parcial da tunica albuginea. Cada pénis
forneceu dois segmentos de corpos cavernosos medindo aproximadamente
1,0 x 0,3 x 0,2 cm. As tiras de corpos cavernosos dissecadas foram suspensas por
hastes de metal conectadas a um transdutor de forca e inseridas dentro de cubas
para 6rgao isolado (Panlab Multi Chamber Organ Baths, ADIntruments), preenchidas
com solucdo Krebs-Ringer (10 mL), a temperatura 37 °C, continuamente gaseificada
com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) para manter o pH

constante em torno de 7,4 (Figura 4).

Figura 4 — Esquema da preparagéao in vitro de corpo cavernoso isolado de rato
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Fonte: MACHADO-TABOSA, ASSIS; FURTADO, 2013
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A tensao aplicada aos tecidos (0,5 grama-forga) foi periodicamente ajustada
até obter sua estabilizacdo (cerca de 60 min). Durante este periodo, a solugéo
nutritiva foi trocada a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos
indesejaveis (ITALIANO; CALABRO; PAGANO, 1994). As alteracbes de tensao
foram medidas usando-se transdutores isométricos (MLT020, ADInstruments,
Australia) e registradas em sistema PowerLab™ de aquisicdo de dados (ML870/P,

LabChart versao 7.0, ADInstruments, Australia).

3.9.1.1 Protocolos experimentais para preparagdes de corpos cavernosos isolados
de rato

Para a realizacdo de todos os procedimentos experimentais, apos o periodo
de estabilizacdo dos tecidos, a viabilidade e integridade dos corpos cavernosos
foram avaliadas pela contragédo induzida por FEN 10 pM, um agonista dos
receptores al-adrenérgicos, presentes no musculo liso dos corpos cavernosos
(CHRIST et al., 1992). Os tecidos que apresentaram contracdo igual ou superior a
0,20 g foram considerados aptos e utilizados no estudo, enquanto que o0s 6érgaos
com contracdes inferiores a 0,20 g foram desprezados.

3.9.1.2 Avaliacao do efeito relaxante do LEHDg em corpo cavernoso isolado de rato

pré-contraido com FEN

Ap6s montagem e verificagdo da viabilidade dos corpos cavernosos,
conforme descrito no item anterior (item 3.9.1.1), foram adicionadas de maneira
crescente e cumulativa concentragbes do LEHDg (0,1 — 5000 ug/mL) sobre o
componente tonico das contragcdes induzidas por FEN (10 uM) para obtencdo da
curva concentracao-resposta (Figura 5). A porcentagem de relaxamento induzida por
LEHDg foi calculada pela comparagéo da resposta antes e ap0s a adicdo do extrato,
onde a tensédo de estabilizagéo e a tensé@o da contra¢do induzida com FEN (10 pM)
correspondem a 100% e 0% de relaxamento, respectivamente. A resposta foi
expressa como porcentagem de relaxamento em relagdo a contracao produzida pela
FEN (10 uM). Foram calculados os valores da CEsy (concentracéo responséavel por
50% do efeito maximo) para avaliar a poténcia e Enax (efeito maximo) para avaliar a

eficacia das curvas individuais.
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Figura 5 — Esquema para avaliagdo do efeito do LEHDg sobre corpo cavernoso de
ratos, pré-contraidos com FEN

LEHDg (0,1 - 5000 pg/mL)

tensao
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Fonte: ASSIS, 2016

3.9.1.3 Avaliagao da participacdo da via NOS/NO/CGs no efeito relaxante do LEHDg
em corpo cavernoso isolado de rato pré-contraido com FEN

Como as principais vias de relaxamento do corpo cavernoso Ssao
dependentes da acdo do NO, foi investigada a participacdo da via NOS/NO/CGs
pelo uso das seguintes ferramentas farmacoldgicas: L-NAME (300 pM), um inibidor
competitivo inespecifico da enzima NOS (WOODE et al., 2013); PTIO (300 yM), um
sequestrador de NO (AYAJIKI; FUJIOKA; OKAMURA, 2000); e ODQ (10 puM), um
inibidor da enzima CGs (SCHRAMMEL et al., 1996).

Apés a montagem das tiras de corpo cavernoso (item 3.9.1.1), as
ferramentas farmacoldgicas foram adicionadas e incubadas por 30 minutos, em
diferentes preparacdes. A seguir, foi induzida uma contragcdo com FEN (10 yuM) e em
seu componente tonico foram adicionadas concentracfes crescentes e cumulativas
do LEHDg (0,1 — 5000 pg/mL) para obtencdo de uma curva concentracao-resposta
(Figura 6). A resposta obtida foi expressa como porcentagem de relaxamento em
relacdo a contragdo produzida pela FEN. A poténcia e eficacia do relaxamento do

LEHDg foram avaliadas por meio dos valores de CEsg € Enax, respectivamente.
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Figura 6 — Esquema para investigacao da participacéo da via NOS-NO-CGs no
efeito relaxante induzido por LEHDg em corpo cavernoso de rato
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Fonte: ASSIS, 2016

3.9.1.4 Investigacdo do efeito relaxante do LEHDg em preparacdes de corpos

cavernosos pré-contraidos com solucéo despolarizante de 120 mM de KCI

Para investigar a resposta relaxante do LEHDg sobre a contragéo induzida
por um agente despolarizante, foi utilizada uma solugdo com 120 mM de KClI, a qual
foi preparada a partir da substituicdo equimolar do Na® pelo K*, presentes na
solucdo de Krebs-Ringer (Quadro 2) ajustando isosmoticamente a solucdo. A
solucédo de Krebs-Ringer, modificado com 120 mM de KCI, promove despolarizacéo
da membrana plasmaética, levando a ativacdo dos Cay e, consequentemente, a
contracdo do musculo liso (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003).

Apos a montagem das tiras de corpo cavernoso (item 3.9.1.1) e
estabilizacdo das preparacdes, foi induzida uma contracdo pela solucdo de Krebs-
Ringer modificada e em seu componente tdnico foram adicionadas concentracdes
crescentes e cumulativas do LEHDg (0,1 — 5000 pg/mL) para obtencdo de uma
curva concentragdo-resposta (Figura 7). A poténcia e eficacia do relaxamento

induzido por LEHDg foram avaliadas pelos valores de CEsg € Enhax, respectivamente.
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Figura 7 — Esquema para avaliacdo do efeito do LEHDg sobre corpo cavernoso de
ratos, pré-contraidos com solucao despolarizante de 120 mM de KCI
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Fonte: ASSIS, 2016

3.9.2 Avaliacao da acédo do LEHDg sobre a concentracdo do anion superoéxido

€m COrpos cavernosos

ApoOs a eutanasia dos animais, 0 pénis foi retirado na regido de insercdo da
crura e imediatamente colocado em solucdo de Krebs-Ringer (Quadro 2) para
remocdo dos tecidos conectivos e remocdo parcial da tunica albuginea. Tiras de
corpos cavernosos foram dissecadas, cortadas em anéis de 4 — 5 mm de
comprimento, incluidas em meio para amostras frescas OCT (meio 6timo de
temperatura de corte) e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, sendo
estocadas (-80 °C) até a realizacdo das analises. A microtomia do tecido foi
realizada a -20 °C em criostato (Cryostat Leica, Nussloc, Alemanha), onde foram
obtidos cortes com 8 pm de espessura, os quais foram fixados em laminas
apropriadas.

Para a realizacdo da medida do anion superoxido, as laminas com os cortes
de corpo cavernoso foram lavadas com solucdo PBS (Quadro 2) e incubadas por
15 minutos com PBS, apocinina 10 yM (um agente antioxidante em tecidos
vasculares) (HEUMULLER et al., 2008) ou LEHDg nas concentracdes de 500 ou
1000 pg/mL. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com a
sonda DHE 10 pM durante 30 min a temperatura de 37 °C em camara umida, ao
abrigo da luz (GROBE et al., 2006; WOJTALA et al., 2013). Os cortes foram lavados
com PBS para remoc¢é&o do excesso de sonda fluorescente e levados imediatamente
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ao microscoépio de fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Japéo) para analise.
A intensidade de fluorescéncia foi utilizada para mensurar a concentracdo do anion
superéxido nos diferentes grupos.

A sonda DHE foi utilizada para avaliar a produc¢éo in situ do anion superoéxido,
nos cortes de corpos cavernosos de ratos. DHE é amplamente utilizado para
deteccdo do anion superoxido presente no citosol devido a sua capacidade de
difusdo passiva para o interior das células e alta reatividade. No interior da célula, o
DHE é oxidado pelo anion superoxido, formando um produto intermediario, o
2-hidroxietidio (2-OHEt") que intercala com o DNA, levando a exibicdo de uma
fluorescéncia vermelha. O 2-hidroxietidio é excitado em 500 nm e tem um espectro
de emisséo a 580 nm (WOJTALA et al., 2014).

Os dados foram expressos na forma de A de porcentagem de fluorescéncia,
normalizados pela fluorescéncia emitida pelo DHE do grupo controle. A fluorescéncia
obtida para os diferentes grupos de tratamento foi determinada de acordo com a

seguinte equacéo:

A% Fluorescéncia = (TRATADO — CONTROLE) x 100/ CONTROLE

3.10 AVALIACAO DOS EFEITOS DO LEHDg EM RATOS COM DISFUNCAO
ERETIL INDUZIDA POR DIABETES

Com o intuito de investigar o efeito do LEHDg sobre a DE, foi escolhido o
modelo de DE em animais com diabetes induzido por STZ, por este ser um modelo
bem caracterizado e bastante utilizado desta enfermidade (CHUNG; DE YOUNG,;
BROCK, 2011). Para o desenvolvimento do estudo, foram divididos aleatoriamente
40 ratos Wistar em cinco grupos com oito animais cada: controle (normoglicémico),
diabético, diabético tratado com LEHDg (25 ou 37,5 mg/kg) e diabético tratado com
sildenafila (1,5 mg/kg) (Figura 8). Os grupos controle e diabético receberam apenas
solugdo salina. Todos os tratamentos foram administrados diariamente por via
intragastrica (i.g.) em volume padronizado de 5 mL/kg (MACHHOLZ et al., 2011).
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Figura 8 — Esquema dos grupos de animais utilizados para a investigacao do efeito
do LEHDg sobre a DE de ratos com diabetes induzido por STZ

Grupos
I
| ]
Controle Diabético
Diabético STZ + LEHDg STZ + LEHDg STZ + Sildenafila
(ST2) (25 mg/kg) (37,5 mg/kg) (1,5 mg/kg)

Fonte: ASSIS, 2016

3.10.1 Inducéo do diabetes por STZ

Inicialmente, todos os animais foram submetidos a um jejum de 18 horas.
Apés este periodo, os ratos foram pesados individualmente e foi aferida a glicemia.
Para isto, os animais foram imobilizados e foi feito um pequeno corte na extremidade
da cauda, de onde foi colhido o sangue da veia caudal. A medida glicémica foi
realizada pelo uso de glicosimetro (Fécil, True Read®). A inducdo do diabetes foi
realizada por uma Unica administracdo intraperitoneal (i.p.) de STZ (60 mg/kg)
solubilizada em tampéao citrato (0,01 M; pH 4,5) momentos antes da administracédo
(YANG et al., 2013). Os animais do grupo controle foram submetidos as mesmas
condi¢cBes experimentais, entretanto receberam a administracdo apenas do veiculo.

Dois dias ap6s a administracdo da STZ ou veiculo, os animais foram
submetidos ao jejum de 12 horas para afericdo da glicemia e comprovagao ou nao
da inducdo do diabetes. Foram considerados diabéticos os animais que
apresentaram niveis glicémicos = 250 mg/dL (YOON et al., 2013). Apés a inducdo do
diabetes, os animais receberam o tratamento por gavagem de acordo com 0 grupo
ao qual pertenciam, durante quatro semanas. O peso dos animais foi monitorado
semanalmente e a glicemia foi aferida novamente em torno do 26° dia do tratamento
(Figura 9).
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Figura 9 — Esquema para inducédo do diabetes e do tratamento dos animais durante
quatro semanas
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Fonte: ASSIS, 2016

3.10.2 Monitoramento da funcao erétil in vivo

Apos 28 dias de tratamento, a funcédo erétil in vivo dos animais foi
monitorada por meio da pressao intracavernosa (ICP), que é o método mais comum
de avaliacdo da funcao erétii (MCMURRAY; CASEY; NAYLOR, 2006). Os valores
medidos da ICP foram normalizados pela pressédo arterial média para evitar
variagOes falsas devido as diferengcas entre os animais nesse parametro (MAP).
Inicialmente, os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina
(10 e 75 mg/kg, respectivamente, i.p.). Em seguida, foi feita uma pequena incisdo na
regido cervical, para dissecacado e exposicao da artéria cardtida comum direita, onde
foi implantado cateter de polietileno (PE, um segmento de PE-10 soldado a um
seguimento de PE-50), para ter acesso a aorta toracica e afericdo continua da MAP.

Para registro da ICP, uma agulha 30G conectada a um cateter PE-10 foi
inserida na regiao da crura do corpo cavernoso esquerdo. A seguir, foi realizada uma
incisdo abdominal, onde o tecido foi divulsionado até a identificacdo do ganglio
pélvico maior direito, localizado na regido dorsolateral da prostata, sobre o qual foi
colocado um eletrodo bipolar de bronze (Animal Nerve Stimulating Electrode,
MLAO0320, ADinstruments) conectado a um estimulador (Stimulus generators built-in
PowerLab, ADinstruments). Para medida da ICP e da MAP foram utilizados
transdutores de pressdo (Disposable BP Transducer, MLT0699, ADinstruments),
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, ADinstruments, Unit 13,
22 Lexington Drive, BELLA VISTA, NSW, AUSTRALIA).
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O protocolo experimental foi realizado apds estabilizacdo dos parametros
hemodindmicos e sobre o géanglio pélvico maior foram induzidas estimulacdes
elétricas com pulsos de 1 ms, 6 V, em diferentes frequéncias (0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 4; 8
e 12 Hz), com duracédo de 45 s para cada frequéncia para a construcdo de uma
curva frequéncia-resposta. As alteragdes de presséo foram registradas em sistema
PowerLab® de aquisicdo de dados (software Chart, versdo 7.1; ADInstruments,
Colorado Springs, CO).

Em cada ciclo cardiaco, o software calculou a MAP e a relacdo ICP/MAP.
Para a construcdo das curvas frequéncia-resposta foi utilizado o maior valor de
ICP/MAP para cada frequéncia utilizada. Em todos os experimentos, as curvas foram
realizadas em duplicata e os resultados expressos como média das duas aferi¢des.
Apds o0 monitoramento da funcdo erétil, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e os respectivos pénis foram imediatamente removidos para
estudos posteriores.

As tiras de corpo cavernoso foram divididas em duas partes. A porcdo do
corpo cavernoso mais proxima a crura foi utilizada para estudos de reatividade. A
porcdo mais distal do corpo cavernoso foi incluida em OCT, congelada em nitrogénio

liquido e mantida em freezer (-80 °C) para a realizacédo dos estudos moleculares.

3.10.3 Estudos de reatividade do corpo cavernoso isolado de animais tratados

3.10.3.1 Avaliacdo da resposta contratil do corpo cavernoso isolado de animais
tratados

Os tecidos foram montados em cubas para 6rgao isolado conforme
metodologia anteriormente citada (item 3.9.1.1). Apds o periodo de estabilizagédo
foram realizados os estudos de reatividade. A contratilidade dos corpos cavernosos
foi avaliada frente a adicdo crescente e cumulativa de FEN (10® — 10* M), um
agonista a-1 adrenérgico (CHRIST et al.,, 1992), para a constru¢do de uma curva
concentracéo-efeito. A resposta induzida por FEN foi calculada e expressa pelo A de
contracdo, ou seja, a subtracdo da tensdo de contracdo induzida por cada
concentracéo de FEN pelo valor de tenséo basal. A eficacia e a poténcia da resposta
mediada pela FEN foi avaliada por meio dos valores de Enax € de logaritmo negativo
da concentracdo responsavel por 50% do Emsx (pD>), respectivamente.
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Além da resposta contratil induzida pela FEN, também foi avaliada a
influéncia da contratilidade induzida pelas terminacdes noradrenérgicas presentes
nas preparacdes de corpos cavernosos, via estimulacdo por campo elétrico (ECE).
Para isto, as tiras de corpos cavernosos foram preparadas conforme descrito
anteriormente (item 3.9.1.1), entretanto os segmentos foram dispostos entre dois
eletrodos de platina (Stimulating Electrode Double Ring MLA0302/8, ADInstruments)
e foram estimulados por pulsos elétricos de 50 volts, com duracdo de 1 ms, em
diferentes frequéncias (1, 2, 4, 8 e 16 Hz) com duracédo de 10 segundos para cada
frequéncia (Figura 10).

O estimulo elétrico nas preparacdes de corpos cavernosos na auséncia de
bloqueadores causa contracao, devido principalmente uma descarga adrenérgica. A
resposta induzida pelo estimulo elétrico foi calculada e expressa pelo A de
contracdo, ou seja, a subtracdo da tensdo de contracdo induzida por cada
frequéncia de pulso pelo valor de tensdo basal. A resposta mediada pela ECE foi
avaliada comparando os valores médios do A contragao para cada frequéncia entre

os diferentes grupos avaliados.

Figura 10 — Esquema para avaliacdo da resposta contratil do corpo cavernoso
isolado de animais tratados durante quatro semanas

FEN (10— 10 M) o
ou ECE (1-16 Hz) o
o7
tensdo ,f'/
0,59  Estabilizacdo
(60°)

Fonte: ASSIS, 2016

3.10.3.2 Investigacéo da resposta relaxante do corpo cavernoso isolado de animais

tratados

A resposta relaxante dos diferentes grupos tratados também foi avaliada.
Para isto, as tiras de corpos cavernosos foram preparadas conforme descrito
anteriormente (item 3.9.1.1) e sob o componente tonico da contracao induzida por
FEN (10 uM), foram adicionadas concentragdes crescentes e cumulativas de NPS
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(10° — 3 x 10” M), um doador espontaneo de NO (SULLIVAN et al., 1999) ou de
ACh (10® — 10 M), um agonista muscarinico (Figura 11). A tenséo de estabilizacéo
e a tensdo da contragéo induzida com FEN (10 yM) correspondem a 100% e 0% de
relaxamento, respectivamente. A resposta foi expressa como porcentagem de
relaxamento em relagdo a contracdo induzida pela FEN. A eficacia e a poténcia da
resposta mediada pela NPS ou ACh foram avaliadas pelos valores de Ensx € pDo,

respectivamente.

Figura 11 — Esquema para avaliacdo da resposta relaxante do corpo cavernoso
isolado de animais tratados

NPS (10 — 3x104 M)
ou ACh (108 -10-3 M)

Estabilizacéo
(60 t
FEN 10 uM

Fonte: ASSIS, 2016

3.10.4 Avaliacdo da producdo do anion superdoxido em tiras de corpos

cavernosos

Este protocolo foi utilizado para avaliar a producéo in situ do anion superdoxido
em tiras de corpos cavernosos dos animais tratados por 28 dias. As tiras de corpos
cavernosos congeladas em OCT pertencentes aos diferentes grupos tratados por
quatro semanas (3.10.2) foram cortadas em criostato (-20 °C), com espessura de
8 um, os cortes obtidos foram fixados em laminas apropriadas. Conforme item 3.9.2,
as laminas com os segmentos dos referidos 6rgédos foram lavadas com PBS e, em
seguida, incubadas com o DHE (10 uM) durante 30 min, a temperatura de 37 °C em
camara umida, ao abrigo da luz (GROBE et al., 2006; WOJTALA et al., 2013). A
seguir, os cortes foram lavados com PBS para remocdo do excesso de sonda
fluorescente, e levadas imediatamente ao microscépio de fluorescéncia
(NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Japdo) para analise. A andlise dos tecidos foi

realizada como descrito no item 3.9.2.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média mais ou menos o erro padrao
da média. Para a analise estatistica das curvas concentracdo-resposta foram
utilizados os valores de CEsy, Emax Ou pD2, que foram calculados a partir da
regressao nao linear das respostas obtidas.

Foram realizados os testes “t” de Student (ndo pareado) para a comparacgéo
entre duas variaveis e analise de variancia (ANOVA) “one-way” ou “two-way” com o
pés-teste de Bonferroni para comparacdo de mais de duas varidveis. Os dados
foram considerados significativos quando p < 0,05. Todas as analises foram

realizadas por meio do programa estatistico Graph Pad Prism verséo 6.0°.



Resultados



71

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

O screening fitoquimico do LEHDg revelou a presenca de taninos,
esteroides, flavonoides e saponinas. Entretanto, ndo foi detectada a presenca de

alcaloides.

4.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS EM LEHDg

De acordo com o método de FC, o conteddo de fendlicos totais encontrado

na amostra em estudo foi de 413,8 = 8,0 mg Eag/g peso seco do LEHDg.

4.3 ANALISE DO LEHDg POR HPLC

A analise cromatogréfica identificou e quantificou dezenove diferentes
compostos fendlicos em LEHDg (Tabela 1). Os compostos encontrados em LEHDg
com maior concentracdo foram o &cido 2,5-dihidroxibenzoico (249,0 pg/mg LEHDg),
0 &cido salicilico (60,0 pg/mg LEHDg), o 4-hidroxibenzoico (53,0 pg/mg LEHDg), a
rutina (28,0 pg/mg LEHDg), a catequina (22,2 pug/mg LEHDg) e a quercetina
(19,0 pg/mg LEHDg).
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Tabela 1 — Compostos fendlicos identificados e quantificados em LEHDg por HPLC

Mg do composto fendlico /

Composto fendlico

mg do LEHDg
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 21,2
Acido 4-hidroxibenzoico 53,0
Acido p-cumérico 2,2
Acido salicilico 60,0
Acido siringico 5,8
Acido trans cinamico 0,6
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 249,0
Acido vanilico 9,2
Acido felurico 17,0
Acido elagico 7,0
Acido cafeico 6,4
Rutina 28,0
Miricetina 20,6
Quercetina 19,0
Naringenina 1,2
Catequina 22,2
Hesperetina 0,6
Crisina 1,2
Acido gélico 1,0

Fonte: ASSIS, 2016

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS - DPPH*

O LEHDg revelou possuir atividade sequestradora de radical livre (DPPH?®)
dependente de concentracdo, com acdo antioxidante maxima na concentracdo de
8,3 pg/mL (%[DPPH®J,em = 33,2 + 3,9%; em cerca 16 min); em todas as
concentracbes testadas, chegou ao estado estacionario do %[DPPH]em em
aproximadamente 16 minutos (Figura 12A).

A partir dos valores de %[DPPH®],.m NO estado estacionario e dos valores da
concentracdo do LEHDg obtidos a partir das leituras de absorbéancia (equacao linear
(Az90nm = 0,01116 [DPPH"]t - 0.01031)), foi construido o gréfico da figura 12B, o qual
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demonstrou a potente atividade antioxidante do LEHDg, com CEsp = 0,146 = 0,004
[LEHDg] pg/mL / [DPPH] pg/mL, quando comparado ao ac. ascoérbico que
apresentou CEsp = 0,503 + 0,051 [acido ascorbico] pg/mL / [DPPH] pg/mL.

Figura 12 — Medida da atividade sequestradora de radical livre (DPPH®) por LEHDg

10017
0,0 pg/mL -~ LEHDg

1001

0,52 pg/mL & Ac.ascérbico
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4,1 pg/mL 50
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% [DPPH] rem
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% [DPPH]rem na fase
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Tempo (min) [Amostra]l] pg/mL /[DPPH] pg/mL

A. Gréfico do %[DPPH]".n para diferentes concentragbes do LEHDg em fungdo do tempo (min)
B. Gréafico do %[DPPH]m normalizado encontrado no estado estacionario em funcdo da
concentracdo do LEHDg ou &cido ascorbico em relacdo a concentragdo de DPPH®. Os dados estdo
expressos como média = e.p.m., do experimento realizado em triplicata

Fonte: ASSIS, 2016

4.5 ESTUDOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

4.5.1 Efeito relaxante induzido por LEHDg em tiras de corpos cavernosos pré-

contraidos por FEN

A adicao crescente e cumulativa do LEHDg (0,1 — 5000 pg/mL) sobre a
contracdo tbnica induzida por FEN (10 uM) provocou relaxamento dependente de
concentracdo em tiras de corpos cavernosos de rato (Emax = 95,6 + 4,7%;
CEso = 168,2 = 28,6 pg/mL; n = 7) (Figura 13 e 14). O tempo necessario para
obtencdo das respostas maximas nas diferentes concentragdes variou de 4 a 16

minutos. O tempo total de relaxamento maximo foi de aproximadamente 88 minutos.
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Figura 13 — Registro original representativo da resposta relaxante do LEHDg em
tiras de corpos cavernosos de ratos pré-contraidas com FEN
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Fonte: ASSIS, 2016

Figura 14 — Efeito relaxante induzido por LEHDg em tiras de corpos cavernosos
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Curva concentracéo-resposta do efeito relaxante induzido por LEHDg em tiras de corpos cavernosos
pré-contraidas com FEN. Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 7 experimentos
Fonte: ASSIS, 2016
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4.5.2 Participacao da NOS na resposta relaxante induzida por LEHDg

O tratamento prévio das tiras de corpos cavernosos com L-NAME (300 uM),
um inibidor inespecifico da enzima NOS (WOODE et al., 2013), atenuou a resposta
relaxante induzida por LEHDg. A presenca deste inibidor promoveu reducdo da
poténcia do LEHDg (CEsp = 494,9 £ 64,6 pg/mL; n = 6; p < 0,05), sem alteracdo do
seu efeito maximo (Emax = 100,2 + 3,5%; n = 6) quando comparado ao controle (CEs
=168,2 + 28,6 pg/mL; Emax = 95,6 + 4,7%; n = 7) (Figura 15).

Figura 15 — Envolvimento da NOS no efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos
cavernosos

FEN (10 pM)
CE,,= 168,2 + 28,6 ug/mL

L-NAME (300 uM)
CEg,= 494,9 + 64,6 ug/mL*

t

504

Relaxamento (%)

~
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[

100 A

Log [LEHDg] pg/mL

Curvas concentracdo-resposta do efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos cavernosos
pré-contraidas com FEN, na auséncia (n = 7; @) e na presenca de L-NAME 300 uyM (n = 6; A). Os
dados estdo expressos como média + e.p.m. *p< 0,05 vs FEN

Fonte: ASSIS, 2016
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4.5.3 Participacdo do NO radicalar (NO®) no efeito relaxante induzido por
LEHDg

O pré-tratamennto das tiras de corpos cavernosos com PTIO (300 pyM), um
sequestrador intracelular do NO na forma radicalar (NO®) (AYAJIKI; FUJIOKA;
OKAMURA, 2000), causou deslocamento para a direita da curva concentragao-
resposta do efeito relaxante induzido por LEHDg. A presenca deste sequestrador
promoveu significativa reducdo da eficacia do LEHDg (Emax = 67,7 = 4,0%; n = 5;
p < 0,05), sem alteragcdo da sua poténcia (CEsp = 260,0 + 94,8 pg/mL), quando
comparadas ao controle (Emax = 95,6 = 4,7%; CEsp = 168,2 + 28,6 ug/mL; n = 7)
(Figura 16).

Figura 16 — Envolvimento do NO® no efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos
cavernosos
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Curvas concentracdo-resposta do efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos cavernosos
pré-contraidas com FEN, na auséncia (n = 7; e) e na presenca de PTIO 300 uM (n = 5; ¢). Os dados
estao expressos como média + e.p.m. *p< 0,05 vs FEN

Fonte: ASSIS, 2016
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4.5.4 Participacao da CGs na resposta relaxante induzida por LEHDg

A resposta relaxante induzida por LEHDg foi significativamente inibida,
quando as preparacdes de corpos cavernosos de ratos foram pré-incubados com
ODQ (10 yM), um inibidor da CGs (SCHRAMMEL et al., 1996). Houve deslocamento
da curva para direita, com reducdo da poténcia (CEsp = 890,2 + 122,1 pg/mL;
p < 0,05) e do efeito maximo (Emax = 59,9 £ 6,3%; n = 5, p < 0,05), quando
comparados ao controle (CEsp = 168,2 + 28,6 pg/mL; Eqnax = 95,6 = 4,7%; n = 7),
respectivamente (Figura 17).

Figura 17 — Envolvimento da GCs sobre o efeito relaxante do LEHDg em tiras de
COrpos cavernosos

O-
FEN (10 uM
o (10 pM)
E,s= 95,6 +4,7%
254 ODQ (10 uM)
< & E_, =5994+63%*
9
c
()]
50 -
e
©
X
s
(O]
X 754
100 -
] | 1 1 ] |
1 0 1 2 3 4

Log [LEHDg] pg/mL

Curvas concentracdo-resposta do efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos cavernosos
pré-contraidas com FEN, na auséncia (n = 7; e) e na presenga de ODQ 10 pM (n = 5; m). Os dados
estio expressos como média + e.p.m. *p< 0,05 vs FEN

Fonte: ASSIS, 2016
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4.5.5 Efeito relaxante induzido por LEHDg em tiras de corpos cavernosos pré-

contraidos com solucéao despolarizante de KCI 120 mM

O LEHDg promoveu relaxamento de forma crescente e cumulativa em tiras
de corpos cavernosos de ratos pré-contraidos com solucdo despolarizante de
120 mM de K*. A cuva concentracdo-efeito do LEHDg foi deslocada para a direita,
com diminuicdo da poténcia (CEsp = 441,4 + 80,1 pg/mL; p < 0,05), sem alteragbes
no efeito maximo (Emax = 95,6 + 4,7%; n = 4), quando comparado ao relaxamento
induzido por este liofilizado em preparacdes de corpos cavernosos pré-contraidas
com FEN (CEsp = 168,2 £ 28,6 ng/mL; Emax = 95,6 + 4,7%; n = 7) (Figura 18).

Figura 18 — Efeito do LEHDg sobre tiras de corpos cavernosos pré-contraidos com
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Curvas concentracao-resposta para o efeito relaxante do LEHDg em tiras de corpos cavernosos
pré-contraidas com FEN (n = 7; ) ou com solu¢do despolarizante de 120 mM de KCI (n = 4; V). Os
dados estdo expressos como média + e.p.m. *p< 0,05 vs FEN

Fonte: ASSIS, 2016
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4.5.6 Atividade antioxidante do LEHDg em corpo cavernoso por microscopia

de fluorescéncia

A sonda DHE emite fluorescéncia basal em cortes de corpos cavernosos
isolados de ratos (100,0 + 0,0%). A pré-incubacdo destes tecidos eréteis com
apocinina (10 uM), LEHDg 500 ou 1000 pg/mL induziu uma diminuigao significativa
do sinal de fluorescéncia basal emitida pela sonda DHE (88,9 + 2,2%; 73,1 *+ 4,5%;
47,8 + 5,4; respectivamente; n = 4; p < 0,05 ) quando comparados ao grupo controle
(100%). A acdo antioxidante sobre o &nion superoxido induzida pelas duas
concentracbes do LEHDg (500 ou 1000 pg/mL) foi significativamente superior ao
efeito antioxidante induzido pela apocinina (10 uM) e apresentaram diferenca entre
si (p < 0,05) (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito antioxidante do LEHDg em corpo cavernoso

Controle Apocinina 10 yM

LEHDg 500 pg/mL LEHDg 1000 pg/mL

Bl controle
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* # L1 Apocinina 10 gM

75 - * ] LeHDg 500 pg/mL

Bl EHDg 1000 gg/mL
50

25

Intensidade de Fluorescéncia
(% em relagcdo ao controle)

Medida da intensidade de fluorescéncia basal da sonda DHE em cortes transversais de corpo
cavernoso de rato. A. Imagens da intensidade de fluorescéncia basal emitida pela sonda DHE em
cortes histolégicos de corpo cavernoso de ratos controle ou pré-tratados com apocinina 10 pM,
LEHDg 500 ou 1000 pg/mL (objetiva 10 X). B. Grafico da intensidade relativa de fluorescéncia basal
de DHE em tiras de corpo cavernoso de ratos controle ou pré-tratados com apocinina 10 uM, LEHDg
500 ou 1000 pg/mL. Os dados estdo expressos em valores médios de porcentagem de fluorescéncia
em relac&o ao controle + e.p.m. (n = 4 para cada grupo). *p < 0,05 vs controle, * p < 0,05 vs Apocinina
Fonte: ASSIS, 2016
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4.6 EFEITOS DO LEHDg SOBRE A DISFUNCAO ERETIL EM RATOS INDUZIDA
PELO DIABETES

4.6.1 Peso corporal dos diferentes grupos de animais durante o periodo de

tratamento de quatro semanas

No inicio do tratamento, os animais de todos os grupos estudados
apresentaram médias dos pesos corporais semelhantes (200 a 230 g; p > 0,05). No
decorrer dos 28 dias do estudo, os animais controle apresentaram aumento gradual
de seus pesos. Por outro lado, os animais do grupo diabético (STZ) apresentaram
diminuicdo significativa dos seus pesos quando comparados ao grupo controle
(p < 0,05).

Os grupos de animais diabéticos que receberam tratamentos diarios com
LEHDg 25 mg/kg, LEHDg 37,5 mg/kg ou sildenafila 1,5 mg/kg nas quatro semanas
de estudo, ndo apresentaram alteracfes na perda de peso induzido pelo diabetes
(p > 0,05), mas apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados
ao grupo controle. Nao foi encontrada nenhuma diferenca entre os pesos corporais
dos grupos de animais diabéticos (p > 0,05) (Tabela 2 e Figura 20).

Tabela 2 — Alteracéo do peso corporal nos diferentes grupos durante o periodo de

tratamento

Grupos | Controle STZ + STZ + STZ +

(g; n=8) LEHDg 25 | LEHDg 37,5 | Sildenafila
Tempo (9;n=7) (9; n = 6) (9;n=7)

1° dia 2085+50 2166+52 212674 220,04 5,1 2234425
12 semana 227,4+4,8 2023+42 197,0+6,3* 209,864 1956 * 4,9*
23asemana 246,3+6,3 187,5+4,3* 180,6+93* 1927+59* 190,375
33semana 266,8+55 178,3+51* 179,7+11,6* 180,2+59*  179,9 +8,2*
42semana 2853+56 167,6+7,3* 177,9¢11,9* 1658+4,7*  177,3 +8,0*

Valores médios do peso corporal (g) em relacdo ao tempo (semanas) dos diferentes grupos de
animais tratados por quatro semanas. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. *p < 0,05

Vs controle

Fonte: ASSIS, 2016



82

Figura 20 — Alteracdo do peso corporal nos diferentes grupos durante o periodo de

tratamento
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Curva que representa os valores médios do peso corporal (g) em relagdo ao tempo (semanas) dos
diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas. Grupos: controle (n = 8; o), STZ
(n=28; A), STZ + LEHDg 25 mg/kg (n = 7; m), STZ +LEHDg 37,5 mg/kg (n = 6; ¢) ou STZ + sildenafila
1,5 mg/kg (n = 7; V). Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. *p < 0,05 vs controle
Fonte: ASSIS, 2016

4.6.2 Modificacdo dos niveis glicémicos no inicio e no final do tratamento dos

diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas

Inicialmente, no dia “0” (zero), todos os animais foram considerados
normoglicémicos, com valores médios de glicemia de jejum entre 77 a 96 mg/dL. Os
grupos de animais que receberam injecdo Unica de STZ (60 mg/kg) apresentaram
aumento significativo dos seus niveis glicémicos (= 250 mg/dL; p < 0,05) dois dias
apos sua administracdo, quando comparados as suas respectivas glicemias no dia
“0” e ao grupo controle.

Apés a confirmagdo da inducdo do diabetes (1° dia), deu-se inicio ao
tratamento por 28 dias (YOON et al., 2013). No final da 42 semana do tratamento, as
glicemias dos grupos diabéticos permaneceram altas, significativamente superiores
aos do grupo controle e as suas respectivas glicemias no dia “0” (p < 0,05). Nenhum
dos tratamentos utilizados (sildenafila 1,5 mg/kg, LEHDg 25 ou 37,5 mg/kg)
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promoveu alteracdo nos niveis glicémicos quando comparados ao grupo diabético
(p > 0,05) (Tabela 3 e Figura 21).

Tabela 3 — Modificacdo dos niveis glicémicos durante o periodo de tratamento

Controle STZ +

(mg/dL; n=8) | (mg/dL; n=8) | LEHDg 25 LEHDg 37,5 | Sildenafila
(mg/dL; n=7) | (mg/dL; n=8) |(mg/dL; n=7)

Dia “0” 85,0+5,9 77,3+6,3 96,1+8,1 91,4+6,9 92,5+6,3

1° dia 89,4+572 370,6 + 16,8 352,6 + 13,3** 3996 + 23,7 346,1 + 18,1**

43semana 093,1+3,3 4950 + 38,4  408,0 + 59,6 446,1 + 29,3** 406 + 26,3*"

Valores médios dos niveis glicémicos (mg/dL) no inicio e no final do tratamento dos diferentes grupos
de animais tratados é)or guatro semanas. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m.
*p < 0,05 vs controle; "p < 0,05 vs respectivo dia “0” de cada grupo

Fonte: ASSIS, 2016

Figura 21 — Modificacdo dos niveis glicémicos durante o periodo de tratamento
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Valores médios dos niveis glicémicos (mg/dL) no inicio e no final do tratamento dos diferentes grupos
de animais tratados por quatro semanas. Grupos: controle (n = 8), STZ (n = 8), STZ + LEHDg
25 mg/kg (n = 7), STZ + LEHDg 37,5 mg/k (n = 8) ou STZ + sildenafila 1,5 mg/kg (n = 7). Os
resultados estdo expressos como média + e.p.m. *p < 0,05 vs controle; “p < 0,05 vs respectivo dia “0”
de cada grupo

Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.3 Valores da ICP/MAP dos diferentes grupos de animais apés tratamento de

quatro semanas

O aumento nas frequéncias de estimulacdes sobre o0 nervo cavernoso, via
ganglio pélvico maior, promoveu aumento de ICP/MAP em todos os grupos tratados.
Os animais diabéticos apresentaram diminuicdo significativa (p < 0,05) da ICP/MAP
em diferentes frequéncia (2; 4; 8 e 12 Hz) quando comparados as respectivas
ICP/MAP do grupo controle, o que confirma a inducdo da DE pelo diabetes nos
animais que receberam a STZ.

Os tratamentos por quatro semanas dos animais diabéticos com LEHDg
25 mg/kg (2; 4; 8 e 12 Hz) ou 37,5 mg/kg (2; 4 e 12 Hz) promoveram melhoras
significativas da funcao erétil guando comparados ao grupo diabético (p < 0,05). Ja o
tratamento com sildenafila 1,5 mg/kg/dia (2; 4; 8 e 12 Hz; p < 0,05) promoveu
melhora da funcéo erétil quando comparado ao grupo diabético, sem diferenca do
grupo controle (p > 0,05) (Tabela 4 e Figura 22). Nao foram encontradas diferencas
nas medidas de ICP/MAP entre os grupos tratados com LEHDg (25 ou 37,5 mg/kg;
p > 0,05).

Tabela 4 — Variacdo da ICP/MAP dos diferentes grupos ap0s tratamento

Grupos | Controle

(n=5) LEHDg 25 | LEHDg 37,5 | Sildenafila

Frequéncia

1 Hz 0,32+0,04 0,18+0,03 0,25+0,04 0,25+0,03 0,31+0,07
2 Hz 0,59+0,08 0,20+0,04* 0,41+0,03* 0,40+0,04 0,43 +0,08"
4 Hz 0,72+0,07 0,32+0,04* 0,50+0,03** 0,46+0,03* 0,54+0,07"
8 Hz 0,80+ 0,04 0,33+0,06* 0,55+0,05* 0,52+0,03* 0,63+0,06"
12 Hz 0,79+ 0,03 0,37 +0,04* 0,56 +0,05* 0,56+0,04* 0,64+ 0,06"

Valores de ICP/MAP em funcéo de diversas frequéncias (Hz) de estimulagéo do ganglio pélvico maior
nos diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas. Os resultados estdo expressos como
média + e.p.m. *p < 0,05 vs controle; “p < 0,05 vs STZ.
Fonte: ASSIS, 2016
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Figura 22 — Variacao da ICP/MAP dos diferentes grupos apos tratamento
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Curva de ICP/MAP em fungédo de diversas frequéncias (Hz) de estimulagédo do ganglio pélvico maior
nos diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas. Grupos: ratos controle (n = 5; e),
diabético (STZ; n =7; A), STZ + LEHDg 25 mg/kg (n = 5; m), STZ + LEHDg 37,5 mg/kg (n = 5; ¢) e
STZ + sildenafila 1,5 mg/kg (n = 5; V). Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. *p < 0,05

vs controle; *p < 0,05 vs STZ
Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.4 Efeito contratil de FEN em tiras de corpo cavernoso dos diferentes
grupos de animais ap0s tratamento de quatro semanas

A adicdo crescente de FEN (10® — 10 M) promoveu contracdo dependente
de concentracdo em tiras de corpo cavernoso isoladas dos ratos de todos 0s grupos
estudados. O aumento significativo da resposta contratil induzida pela FEN foi
observado nos animais diabéticos (Emax = 0,32 + 0,02 g; n = 6; p < 0,05) quando
comparados ao grupo controle (Emax = 0,22 + 0,03 g; n = 5).

O tratamento por 28 dias dos animais diabéticos com LEHDg (25 ou
37,5 mg/kg) (pD, = 5,38 £ 0,07, n = 6; pD, = 5,32 £ 0,05, n = 5; respectivamente; p
< 0,05) ou sildenafila 1,5 mg/kg (pD, = 5,25 + 0,07; n = 6; p < 0,05) promoveu
atenuacdao significativa da poténcia da hipercontratilidade induzida pela FEN quando
comparada ao grupo diabético (pD, = 5,65 + 0,05, n = 5). Ndo foram encontradas
diferencas nas respostas contrateis da FEN entre os tratamentos com LEHDg (25 ou
37,5 mg/kg) e sildenafila 1,5 mg/kg (p > 0,05) (Figura 23).
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Figura 23 — Variabilidade do efeito contratil de FEN em tiras de corpo cavernoso dos
diferentes grupos apoés tratamento
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Curvas concentragdo-resposta para FEN (10® — 10 M) em tiras de corpo cavernoso isolado dos
diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas. Grupos: ratos controle (n = 5; ), diabético
(STZ; n = 6; A), STZ + LEHDg 25 mg/kg (n = 6; m), STZ + LEHDg 37,5 mg/kg (n = 5; ¢) e STZ +
sildenafila 1,5 mg/kg (n = 6; V). Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. *p < 0,05 vs

controle; *p < 0,05 vs STZ
Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.5 Resposta contratil da estimulacdo por campo elétrico em tiras de corpo
cavernoso dos diferentes grupos de animais apOs tratamento de quatro

semanas

A ECE em diferentes frequéncias (1; 2; 4; 8 e 16 Hz) induziu efeito
contracturante em tiras de corpo cavernoso isolados dos ratos de todos 0s grupos
estudados. Os animais diabéticos apresentaram maior contratilidade nestas
preparacdes frente a todas as ECE’s de forma significativa (p < 0,05) quando
comparadas as respostas obtidas pelo grupo controle. Efeito semelhante foi
observado com os animais diabéticos tratados por quatro semanas com LEHDg
(25 mg/kg) ou sildenafila 1,5 mg/kg, que também apresentaram hipercontratilidade
em todas as frequéncias utilizadas e ndo apresentaram alteracdo deste efeito
quando comparadas ao grupo diabético (p > 0,05).

O tratamento dos animais diabéticos por 28 dias com LEHDg 37,5 mg/kg
promoveu atenuacao significativa do aumento da contratilidade induzido pela ECE (p
< 0,05), quando comparado ao grupo diabético, embora ndo tenha reduzido a

valores semelhantes ao grupo controle (p < 0,05) (Tabela 5 e Figura 24).

Tabela 5 — Alteragéo da resposta contratil da estimulacdo por campo elétrico em
tiras de corpo cavernoso dos diferentes grupos apdés tratamento

Grupos | Controle STZ +

(@;n=7) LEHDg 25 | LEHDg 37,5 | Sildenafila

Frequéncia (g; n =6)

1 Hz 0,03+0,01 0,32+0,07* 0,15+0,04* 0,09+0,03* 0,36 +0,08*
2 Hz 0,07+0,01 0,47+0,08* 0,28+0,04* 0,21+ 0,04*# 0,55+ 0,11*
4 Hz 0,15+0,03 0,60+0,08* 0,39+0,05* 0,32+ 0,06** 0,69 + 0,14*
8 Hz 0,22+0,04 0,67+0,07* 0,47+0,05* 0,41+ 0,07*# 0,72+ 0,13*
16 Hz 0,31+0,05 0,74+0,08* 0,56+0.05* 0,50+ 0,07** 0,80 +0,11*

Valores do A de contragao (g) induzido pela estimulagdo por campo elétrico (Hz) em tiras de corpos
cavernosos dos diferentes grupos de animais tratados por quatro semanas. Os resultados estédo
expressos como média + e.p.m. *p < 0,05 vs controle; #p <0,05vs STZ

Fonte: ASSIS, 2016
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Figura 24 — Alteracdo da resposta contratil da estimulacao por campo elétrico em
tiras de corpo cavernoso dos diferentes grupos apoés tratamento
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animais tratados por quatro semanas. Grupos: ratos controle (n = 7; e), diabético (STZ; n = 6; A),
STZ + LEHDg 25 mg/kg (n = 6; m), STZ + LEHDg 37,5 mg/Kg (n = 6; ¢) e STZ + sildenafila 1,5 mg/kg
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STZ

Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.6 Efeito relaxante de NPS em tiras de corpo cavernoso dos diferentes

grupos de animais ap0s tratamento de quatro semanas

Diferentes concentracdes de NPS (10 — 3 x 10 M), um doador espontaneo
de NO, induziu relaxamento dependente de concentracdo em preparacdes de
corpos cavernosos de ratos de todos os grupos estudados. O estabelecimento da
hiperglicemia por quatro semanas nos animais diabéticos ndo induziu nenhuma
alteracdo significativa no relaxamento induzido por NPS (Ensax = 87,9 £ 5,3%;
pD, = 57 £ 0,1; n = 6; p > 0,05 quando comparados ao grupo controle
(Emax = 93,1 £ 3,9%; pD, = 5,6 £ 0,2; n = 6).

Os diferentes tratamentos dos animais diabéticos por quatro semanas, com
LEHDg 25 mg/kg (Emax = 98,3 + 3,0%; pD, = 5,7 + 0,3; n = 5), LEHDg 37,5 mg/kg
(Emax = 90,7, £ 5,0; pD, = 55 = 0,2 ; n = 5) ou sildenafila 1,5 mg/kg
(Emax = 101, £ 5,2%; pD, 5,7 + 0,2; n = 5) ndo promoveram alteracbes quando

comparadas aos grupos diabético ou controle (p > 0,05) (Figura 25).



Figura 25 — Efeito relaxante de NPS em tiras de corpo cavernoso dos diferentes
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Curvas concentracdo-resposta para NPS (10"9 - 3 x 10" M) em tiras de corpo cavernoso dos
diferentes grupos de animais apés tratamento de quatro semanas. Grupos: ratos controle (n = 6; e),
diabético (STZ; n = 6; A), STZ + LEHDg 25 mg/kg (n = 5; m), STZ + LEHDg 37,5 mg/kg, (n =5; ¢) e
STZ + sildenafila 1,5 mg/kg (n = 5; V). Os dados estao representados como médias + e.p.m.

Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.7 Relaxamento induzido pela ACh em tiras de corpo cavernoso dos
diferentes grupos de animais apds tratamento de quatro semanas

A adicdo crescente e cumulativa de concentracdes de ACh (102 — 10 M),
um agonista dos receptores muscarinicos, promoveu efeito relaxante dependente de
concentracdo em preparagdes de corpos cavernosos dos ratos de todos 0s grupos
tratados. Em animais diabéticos, foi observada uma diminuic&o significativa do efeito
relaxante induzido pela ACh (Emax = 22,7 £ 3,9%; n = 5; p < 0,05) quando comparado
ao grupo controle (Emax = 46,4 = 3,3%; n = 5).

O tratamento dos animais diabéticos com LEHDg, nas doses de 25 ou
37,5 mg/kg, ou com sildenafila 1,5 mg/kg, promoveu aumento do efeito relaxante da
ACh de forma significativa (Emax = 43,4 £ 7,0%, n = 5; Eqax = 39,8 £ 4,1%, n = 5;
Emax = 41,4 £ 6,7%, n = 6; respectivamente, p < 0,05) quando comparado ao grupo
diabético, de forma semelhante ao controle. Ndo foram encontradas diferencas nos
relaxamentos induzidos pela ACh entre os tratamentos com sildenafila 1,5 mg/kg,
LEHDg 25 ou 37,5 mg/kg (p > 0,05) ( Figura 26).
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Figura 26 — Variacdo do relaxamento induzido pela ACh em tiras de corpo cavernoso dos
diferentes grupos apoés tratamento
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Curvas concentragcdo-resposta para ACh (10"8 -10° M) em tiras de corpo cavernoso dos diferentes
grupos de animais tratados por quatro semanas. Grupos: ratos controle (n = 5; e), diabético (STZ;
n=>5; A), STZ + LEHDg 25 mg/kg, (h = 5; m), STZ + LEHDg 37,5 mg/kg,(n = 6; ¢) e STZ + sildenafila
1,5 mg/kg (n = 6; V). Os dados estao representados como médias + e.p.m. *p < 0,05 vs controle;
*p<0,05vs STZ

Fonte: ASSIS, 2016
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4.6.8 Intensidade de fluorescéncia da sonda DHE em tiras de corpo cavernoso

dos diferentes grupos de animais apdés tratamento de quatro semanas

A sonda DHE emite fluorescéncia basal em cortes de corpos cavernosos de
todos os grupos de ratos tratados por quatro semanas. A inducdo do diabetes com
STZ promoveu o0 aumento significativo do estresse oxidativo no grupo de animais
diabéticos (150,7 + 5,6%; n = 4; p < 0,05), quando comparados ao grupo controle
(100,0 + 8,4%; n = 4).

O tratamento dos animais diabéticos com LEHDg 25 ou 37,5 mg/kg
(83,8 + 7,1%; 87,1 + 4,5%; respectivamente; n = 4, p < 0,05) promoveu reducdo
significativa da intensidade de fluorescéncia basal emitida pela sonda DHE quando
comparado ao grupo diabético. De forma semelhante, o tratamento com sildenafila
1,5 mg/kg também reduziu a producdo do anion superéxido (91,5 + 4,1%; n = 4;
p < 0,05) nos corpos cavernosos quando comparado ao grupo de animais
diabéticos. Estes trés tratamentos apresentaram intensidade de fluorescéncia basal
semelhante aos animais normoglicémicos e ndo apresentaram diferenca entre si
(p > 0,05) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito antioxidante de LEHDg em corpos cavernosos de animais
diabéticos
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar a acdo do LEHDg
sobre a funcéo erétil de ratos saudaveis, bem como a acado deste composto sobre a
DE induzida pelo diabetes e os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nestes
efeitos. O principal achado deste estudo foi que o LEHDg possui acao relaxante em
tiras de corpos cavernosos de rato, mediada provavelmente pela via NOS/NO/CGs e
pela sua potente atividade antioxidante. Em modelos animais de DE induzido por
diabetes, LEHDg melhorou a funcédo erétii de forma semelhante a sildenafila,
aumentando o relaxamento dependente de endotélio, diminuindo a
hipercontratilidade e o estresse oxidativo, 0s quais estdo patologicamente alterados
em tecidos eréteis neste modelo de disfuncéao.

O interesse em doengas relacionadas ao sexo, principalmente a DE,
continua crescendo ao longo dos anos. Apesar do sucesso da terapia oral com 0s
iPDE5 nas ultimas décadas, € importante perceber que eles nem sempre sao
eficazes e mesmo quando o tratamento é bem sucedido, estes agentes s6 restauram
temporariamente as respostas sexuais (MALAVIGE; LEVY, 2009). Desta forma, sé&o
necessarias mais investigacbes na busca e desenvolvimento de novas opc¢des de
tratamento que possam potencialmente curar ou pelo menos atenuar a progressao
do problema. O uso de produtos de origem vegetal pode representar pontos de
partida importantes e, por isso, estdo sendo estudados para demonstrar seu
potencial no tratamento da DE.

Entre os varios exemplos relatados na literatura, extratos de plantas que
contém polifendis parecem ser bastante promissores no tratamento da DE
(PAVAN et al., 2015). Os polifendis sdo um dos mais numerosos e ubiquos grupos
de metabdlitos de plantas, cuja ocorréncia em vegetais é extremamente variavel,
estando presentes em ambas as dietas humana e animal. O crescente interesse em
compostos fendlicos de origem vegetal vem aumentando devido a sua capacidade
antioxidante e suas possiveis implicacdes benéficas para a salude humana
(BRAVO, 1998). De um modo geral, estes compostos podem proteger 0s
constituintes celulares do dano oxidativo e assim limitar o risco de varias doencas
associadas (D ARCHIVIO et al., 2007).

Neste contexto, 0 extrato da casca da raiz da D. grandiflora destaca-se por

apresentar inUmeras atividades biolégicas, bem como baixa toxicidade aguda e



98

grande tolerabilidade (RAMALHO et al., 2015). Estes dados, em conjunto, fornecem
suporte para a avaliacdo de suas possiveis acdes benéficas em enfermidades, em

gue os seus efeitos biologicos ainda néo foram estudados, como é o caso da DE.

Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo fitoquimica do LEHDg. Para isto,
foram feitos testes especificos para a deteccao das principais classes de metabdlitos
secundérios presentes em LEHDg. Nestes testes, foi demonstrada a presenca de
taninos, esteroides, flavonoides e saponinas. Dentre as classes de metabdlitos
secundarios presentes neste liofilizado, os taninos e os flavonoides sdo bem
caracterizados como compostos ricos em polifendis (ANGELO; JORGE, 2007),
sugerindo que este extrato pode apresentar determinado grau de concentracéo
fendlica.

A presenca de compostos fendlicos foi investigada pela determinacdo de
fendlicos totais pelo método de FC. Esta andlise tem sido considerada como um
método padrdo para a quantificacdo do conteudo de fendlicos totais em diferentes
substancias com acdes biologicas. Este teste se baseia na reacdo dos compostos
fendlicos com o reagente FC, uma mistura de fosfomolibdato e fosfotungstato, que
inicialmente apresentam cor amarela. Esta reagédo ocorre devido a transferéncia de
elétrons dos compostos fendlicos, em meio alcalino, para o fosfomolibdato e
fosfotungstato, havendo a mudanca de coloracdo para o azul (MONTREAU, 1972,
SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1999).

De acordo com este método, o conteudo de fendlicos totais encontrado em
LEHDg é considerado de alto teor, quando comparados a outros extratos do género
Dioclea, como o extrato metandlico da folha de D. reflexa (41,58 = 0,15 mg EAG/g
extrato) que foi cerca de dez vezes menor do que LEHDg (EDEWOR; AKPOR,;
OWA,; 2014). Estudos tém demonstrado que componentes polifenélicos derivados
de plantas sé@o antioxidantes mais eficazes in vitro do que as vitaminas E ou C, e,
portanto, podem contribuir ainda mais para os efeitos protetores in vivo
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

Para a confirmacdo do perfl de compostos fendlicos recorre-se
habitualmente a metodologias cromatograficas. Dentre estas técnicas, HPLC € uma
das mais relevantes, por ser um processo bastante eficiente e rapido, sendo a
técnica de separacdo e quantificacdo mais utilizada para a determinacdo de
compostos bioativos (SILVEIRA, 2013).
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A analise cromatografica do LEHDg demonstrou a presenca de pelo menos
dezenove compostos fendlicos. Alguns destes compostos fendlicos encontrados ja
sao reportados na literatura por apresentarem acao benéfica sobre a funcéo erétil,
como o &cido elagico (GOSWAMI et al., 2014); a quercetina (ERTUG et al., 2010); e
a naringenina (ROY et al., 2013). Outros estudos demonstraram a presenca destes
compostos fendlicos em derivados vegetais que também apresentaram acao
benéfica sobre a funcao erétil, como acido cafeico, rutina e p-cumarico presentes no
suco de roma (Punica granatum) (OZTEKIN et al., 2014); o &cido gélico, catequina,
guercetina, acido elagico e rutina presentes no extrato das folhas da Moringa
oleifera (OBOH et al., 2015); e catequina presente no cha verde (Camellia sinensis)
(NEVES et al., 2008).

Além dos compostos fendlicos identificados em LEHDg neste estudo, dados
da literatura também demonstraram diversos outros componentes no extrato
hidroalcoodlico da casca da raiz da D. grandiflora. Dentre estes, pode-se citar 0s
flavonoides diocleina, dioclenol, dioflorina, agrandol, paraibanol, diosalol e floranol
(SA; ALMEIDA; BHATTACHARYYA, 2013). Todos estes dados reforcam o grande
namero de compostos fendlicos presentes em LEHDg, que juntos podem ser
responsaveis por apresentar importantes atividades biolégicas.

Uma vez demonstrada a presenca e a identificacéo de diferentes compostos
fendlicos em LEHDg, passou-se a investigar se este liofilizado possui atividade
antioxidante, que € uma caracteristica desta classe de compostos. Para isto, foi
realizada uma analise in vitro da medida da atividade sequestradora de radicais de
DPPH®, um método muito utilizado para verificar a capacidade antioxidante de uma
amostra (OLIVEIRA et al., 2009).

O teste de DPPH®, que determina a atividade sequestradora de radicais
livres de extratos de plantas, € baseado na capacidade do composto antioxidante
em doar um atomo de hidrogénio e, assim, reduzir o radical livre estavel (DPPH®),
que tem um elétron de valéncia desemparelhado. Esta redugéo é evidenciada pela
mudanca de cor da solugéo de violeta para amarela (MILIAUSKAS; VENSKUTONIS;
VAN BEEK, 2004). A reducédo da leitura de absorbancia do radical DPPH*® é inibida
na presenca de antioxidantes e esta reducao na absorbancia estéa relacionada com a
eficacia anti-radicalar da amostra (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998).
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Desta forma, LEHDg demonstrou sua atividade anti-radicalar ao reduzir o
%[DPPH].em €m varias concentracdes, ja atingindo o efeito sequestrador de radical
livre maximo na concentracdo de 8,3 pg/mL, em aproximadamente 16 minutos com
a obtencédo do estado estacionario. Este liofilizado também apresentou potente CEsg
quando comparado ao acido ascoérbico, um potente agente redutor, amplamente
conhecido por sua atividade antioxidante (CERQUEIRA; DE MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007).

Os resultados encontrados demonstraram que LEHDg contém compostos
fenolicos e apresenta potente atividade antioxidante. Varios estudos tém mostrado
gue sequestradores convencionais de radicais livres, como a vitamina E, o tempol e
o selenato podem restaurar a funcéo erétil por meio da modulacdo do sequestro de
ROS, reduzindo o estresse oxidativo e a degeneracdo do tecido cavernoso
(DECALUWE et al., 2014). Além disso, foi descrito que compostos fendlicos como o
resveratrol, presente no vinho, e o acido elagico, apresentaram acao relaxante no
musculo liso de corpo cavernoso, o que também pode contribuir para a melhora da
funcao erétil (BOYDENS et al., 2015; OZTEKIN et al., 2015).

Desta forma, foi investigado se LEHDg também possui acédo relaxante em
preparacdes de corpos cavernosos isolados de rato. Nestes experimentos, foi
observado que este liofilizado promoveu atividade relaxante dependente de
concentracdo nestas preparacfes pré-contraidas com FEN. O relaxamento de corpo
cavernoso foi demonstrado por drogas ja utilizadas para o tratamento da DE, como a
sildenafila, a tadalafila e a vardenafila (BALLARD et al., 1998; TOQUE et al., 2009),
sugerindo assim, que LEHDg pode promover acao benéfica sobre a funcéo erétil. O
relaxamento de corpo cavernoso tem como principal mediador fisiolégico o NO, um
importante neurotransmissor ou mensageiro intercelular (BURNETT et al.,, 1992,
BREDT, 1999). O NO é formado nas terminacdes nervosas e em células endoteliais
presentes nos cOrpos cavernosos, a partir da acdo enzimatica da nNOS e eNOS,
respectivamente. Ambas as NnNOS e eNOS estdo presentes no pénis e sdo as
principais fontes de NO durante a ere¢éo peniana (ANDERSSON, 2011).

Com o intuito de investigar se esta enzima estaria envolvida no efeito
relaxante induzido por LEHDg em tiras de corpos cavernosos, foi utilizado o
L-NAME, um inibidor ndo especifico desta enzima. Na presenca do L-NAME, o

relaxamento induzido por LEHDg apresentou atenuacdo de sua poténcia, sem
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alteracdo do efeito maximo, o que sugere a participacdo da NOS no efeito relaxante
induzido por este liofilizado.

Apoés a sua formacédo pela NOS, o NO desempenha um papel crucial no
inicio e na manutencéo da erecdo peniana, promovendo o relaxamento das artérias
e do musculo liso cavernoso (MUSICKI; BURNETT, 2007). Diante disto, para
investigar o papel deste importante mensageiro celular no efeito relaxante induzido
por LEHDg, foi realizado o pré-tratamento das preparacdes de corpo cavernoso com
PTIO, um sequestrador do NO®. Nestas preparacdes, o efeito relaxante induzido por
este liofilizado foi significativamente atenuado, sugerindo a participagdo do NO® no
efeito relaxante induzido por LEHDg.

Torna-se importante salientar que a ac¢ao antioxidante do LEHDg, mostrada
em resultados anteriores, também pode promover o aumento da biodisponibilidade
do NO via redugcdo de ROS, contribuindo para o relaxamento induzido por este
liofilizado. Também tem sido sugerido que outros compostos com acéo antioxidante,
como a quercetina, promovem aumento da biodisponibilidade do NO em tiras de
corpo cavernoso (ERTUG et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

A acdo do NO no musculo liso cavernoso e nas artérias que irrigam este
tecido € mediada pela ativacdo da CGs, que é a principal molécula efetora ativada
pelo NO em corpo cavernoso (NIMMEGEERS et al.,, 2008). Esta enzima é
responsavel pela conversao enzimatica do GTP em GMPc (NAKANE et al., 2002). A
CGs existe como um heterodimero af, dos quais duas isoformas de cada
subunidade tém sido caracterizadas (a1/a2 e B1/B2). Estudos sugeriram que o
heterodimero a1B1 da CGs é predominantemente expresso em corpo cavernoso e o
mais importante, sendo responsavel pelo relaxamento do musculo liso do corpo
cavernoso (DECALUWE et al., 2010).

Desta forma, o proximo passo da investigacdo da participacdo da via
NOS/NO/CGs no efeito relaxante induzido por LEHDg foi avaliar se a CGs estaria
envolvida em seu efeito relaxante. Com este intuito, as preparacdes de corpos
cavernosos de ratos foram pré-tratadas com ODQ, um inibidor irreversivel desta
enzima. A presenca do ODQ promoveu reducdo significativa do efeito relaxante
induzido por LEHDg, sugerindo a participacdo deste efetor no mecanismo relaxante
induzido por este liofilizado. Outras substancias como osthola, isolada da Cnidium
monnier (CHEN et al., 2000), também promove seu efeito relaxante em corpos

cavernosos por ativacao da via NOS/CGs.
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Estes dltimos resultados, em conjunto, sugerem que LEHDg produz o seu
efeito relaxante em preparagbes de corpos cavernosos, pelo menos em parte, via
ativacdo da NOS. A ativacao desta enzima, por sua vez, estaria produzindo NO que
atuaria ativando a CGs. Este efetor levaria a ativacdo de diversos eventos
intracelulares no masculo liso das trabéculas e artérias dos corpos cavernosos,
promovendo o seu relaxamento (GHALAYINI; 2004).

Apoés investigar a participacdo da via NOS/NO/CGs no efeito relaxante
induzido por LEHDg em tiras de corpo cavernoso de rato pré-contraidas com FEN,
também foi investigado o efeito deste liofilizado frente a outro agente contracturante,
a solucdo despolarizante de 120 mM de KCI. Solugcdes que apresentam alta
concentracdo de K' extracelular impedem o efluxo desse ion, levando a
despolarizacdo da membrana plasmatica. Por sua vez, a despolarizacdo gerada
permite a abertura dos Cay, promovendo a entrada de Ca?* na célula e,
consequente, contracdo muscular (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003).

Nestas condi¢cdes, LEHDg promoveu efeito relaxante dependente de
concentracdo em tiras de corpo cavernoso de rato. O efeito relaxante induzido por
este liofilizado apresentou reducdo da poténcia sem alteracdo do efeito maximo
quando comparado ao seu efeito relaxante em preparacfes pré-contraidas com
FEN, um agonista a1-adrenérgico. Dados da literatura demonstram que substancias
gue promovem efeito relaxante envolvendo a via do NO em corpo cavernoso, como
a ioimbina e o sulfeto de hidrogénio (H,S) apresentaram efeito atenuado mediante
este agente contracturante, visto que esta via envolve a ativagdo de canais para K*
(FREITAS, 2007; DI VILLA BIANCA et al., 2009).

Esta descrito que a biosdisponibilidade do NO é reduzida devido a sua
oxidacdo pelas ROS. Estas espécies reativas levam a reducdo do relaxamento por
diminuicdo dos niveis de GMPc, produzido a partir da CGs, e aumento das vias
contracturantes em corpos cavernosos (BIVALACQUA et al., 2004; TSAI; JIANG,
2010). Desta forma, passou-se a avaliar se a acao relaxante do LEHDg em
preparacdes de corpos cavernosos também estaria relacionada com a reducao
destas espécies reativas.

Nestes experimentos, o pré-tratamento dos tecidos com LEHDg nas
concentracbes de 500 ou 1000 pg/mL promoveu reducdo da intensidade de
fluorescéncia basal da sonda DHE quando comparada ao controle e ao controle

positivo (apocinina), o que sugere que os efeitos bioldégicos do LEHDg podem estar
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associados a reducédo basal de ROS. A concentracdo de 1000 pg/mL foi escolhida
por representar a concentracdo subméxima do efeito relaxante do LEHDg em
preparacfes de corpo cavernoso e, a concentracdo de 500 pg/mL por ser a sua
metade. Este resultado corrobora os resultados anteriores deste estudo, em que
LEHDg demonstrou potente atividade anti-radicalar frente ao radical DPPH®.

Estudos com compostos isolados do extrato hidroalcodlico da casca da raiz
de D. grandiflora também demonstraram importantes acfes antioxidantes. Dentre
estes, pode-se citar o floranol, que apresentou atividade antioxidante via quelacéo
de fons metélicos (Cu?** e Fe®), prevenindo a oxidacdo da LDL
(BOTELHO et al., 2007); e a diocleina, que reduziu fortemente a concentracdo de
ROS em ensaios de quimiluminescéncia de lucigenina (GUABIRABA et al., 2010).

Diante dos promissores efeitos antioxidantes do LEHDg e das suas acoes
sobre as preparacdes de corpos cavernosos isolados de ratos, foi investigado se
este liofilizado promoveria acdo benéfica também sobre a DE induzida pelo diabetes,
que € caracterizada pelos altos niveis de estresse oxidativo promovido pela
hiperglicemia persistente e cronica (BAYNES; THORPE, 1996). Sabe-se que o DM é
altamente associado a um risco aumentado de desenvolvimento de DE em pacientes
do sexo masculino, pois esta enfermidade tem o potencial para alterar muitos
componentes da resposta erétil (BACON et al., 2002).

O DM pode causar DE por meio de uma série de alteracdes fisiopatoldgicas
gue incluem a disfuncdo endotelial, mudancas estruturais / funcionais no musculo
liso cavernoso, neuropatia e alteragbes hormonais (HATZIMOURATIDIS;
HATZICHRISTOU, 2009). Um dos modelos animais que mimetizam estas alteracdes
€ o0 induzido por STZ. Este modelo tem sido utilizado em varios estudos por
apresentar as alteracdes clinicas do diabetes tipo 1 com mais precisdo do que os do
tipo 2 (SOUDAMANI et al., 2005; YU et al., 2013).

Para testar a hipotese de que LEHDg pode promover efeito benéfico sobre a
DE no diabetes, esta doenca foi induzida pela administracdo de STZ ap0s jejum de
18 horas. Este jejum prolongado foi necessario, pois a STZ compete fracamente com
a glicose pelos receptores GLUT2 nas células B-pancreaticas e, desta forma, os
niveis glicémicos tornam-se menores que no jejum habitual de 12 horas
(LENZEN, 2008). Ap6s a confirmacdo da inducdo do diabetes, estes animais
receberam diferentes tratamentos por 28 dias. Para o tratamento com LEHDg, foram

utilizadas as doses de 25 ou 37,5 mg/kg, que correspondem a aproximadamente
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10% e 15%, respectivamente, da DLsg via intraperitoneal do extrato hidroalcodlico da
casca da raiz de D. grandiflora (RAMALHO et al., 2015).

Além dos tratamentos com LEHDg, um grupo de animais diabéticos recebeu
sildenafila 1,5 mg/kg, como controle positivo por ser uma droga padrdo no
tratamento da DE. A dose de sildenafila escolhida (1,5 mg/kg) corresponde
aproximadamente a dose de 100 mg administrada em um humano adulto com cerca
de 70 kg. Esta dose ja apresentou efeitos benéficos neste modelo de disfuncdo em
estudos anteriores realizados em nosso laboratério (ALVES, 2012).

No inicio dos tratamentos, foram considerados diabéticos apenas os animais
que receberam STZ e apresentaram glicemia superior a 250 mg/dL. Os altos niveis
glicémicos comprovaram a inducdo do diabetes nestes animais, segundo critério
utilizado por Coskun et al. (2005). A glicemia dos animais diabéticos tratados com
salina e as respectivas drogas, apos o periodo de quatro semanas, permaneceram
altas. Estes dados comprovam que em todo o periodo de tratamento 0s animais que
receberam STZ mantiveram-se diabéticos e que nenhum dos tratamentos utilizados
reduziu esta hiperglicemia.

O peso dos animais foi monitorado ao longo do periodo de tratamento de
quatro semanas. Neste periodo, foi observado que os animais normoglicémicos
apresentaram ganho de peso corporal continuo ao longo deste tratamento, enquanto
que todos os grupos de animais diabéticos apresentaram reducdo gradual e
significativa do peso quando comparados ao seu peso inicial e ao grupo controle. Os
diferentes tratamentos utilizados néo alteraram a reducéo do peso apresentado pelo
grupo de animais diabéticos. Resultados semelhantes foram demonstrados em
outros estudos com animais diabéticos, em que o tratamento com substancias
fendlicas ndo promoveram alteracdes na perda de peso induzido pelo diabetes
(ZHANG et al., 2011; YU et al., 2013).

A indugdo da DE destes animais foi caracterizada por meio da medida de
ICP/MAP, que é o método mais comum de avaliacdo da funcdo erétil em animais
(MCMURRAY; CASEY; NAYLOR, 2006). A estimulacdo elétrica do nervo cavernoso
via ganglio pélvico maior promove descarga nitrérgica que induz o relaxamento do
corpo cavernoso com consequente elevacdo da ICP (LI et al.,, 2011). A DE foi
comprovada nos animais diabéticos pela diminuicdo significativa deste parametro
guando comparados ao grupo controle. Este resultado é observado em outros

estudos, demonstrando que 30 dias apds a inducdo do diabetes pela STZ foram
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suficientes para induzir alteracdo da funcdo erétil nestes animais (OHMASA et al.,
2011; WANKEU-NYA et al., 2014).

O tratamento dos animais diabéticos com LEHDg nas doses de 25 ou
37,5 mg/kg restaurou parcialmente a funcdo erétil em algumas frequéncias de
estimulacdo, quando comparados aos grupo de animais diabéticos. O tratamento
com sildenafila também melhorou a funcéo erétil guando comparado com o grupo de
animais diabéticos, apresentando efeito semelhante ao grupo controle, o que
corrobora os dados relatados na literatura (BAI; AN, 2015). Estes resultados
demonstram que os tratamentos com LEHDg (25 ou 37,5 mg/kg) ou com sildenafila
produzem efeitos benéficos sobre a DE induzida pelo diabetes em ratos.

Além da medida da funcao erétil dos grupos estudados, este trabalho avaliou
a reatividade das tiras de corpos cavernosos dos diferentes grupos de animais
tratados frente a agentes contracturantes e relaxantes. Estes resultados sé&o
importantes, visto que a funcao erétil € um processo hemodinamico, que depende do
relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso. O controle do ténus deste masculo
€ regulado principalmente por processos eletrofisiolégicos mediados pela
neurotransmissao simpatica, parassimpatica e NANC, cujo desequilibrio esta
intimamente relacionado com a DE (DIAZ-DIAZ et al., 2012).

A reatividade dos corpos cavernosos a FEN foi significativamente superior
no grupo de animais diabéticos quando comparados ao grupo controle, sugerindo
uma hipersensibilidade destes tecidos a este agente contracturante, o que corrobora
os estudos apresentados por Ohmasa e cols. (2011). Esta hipercontratilidade
encontrada em tecidos cavernosos de ratos diabéticos pode ser explicada devido a
super-regulacao de vias de sinalizacdo contracturantes, como aumento nos niveis de
receptores de mediadores vasoconstritores e da via RhoA/ROCK (CHIOU; LIU;
JUAN, 2010; TOQUE et al., 2013). Estas alteracbes podem estar relacionadas com
diversos processos fisiopatoldgicos, como o aumento do estresse oxidativo e da
disfungéo endotelial (CHEITLIN, 2004; THORVE et al., 2011).

O tratamento por 28 dias dos animais diabéticos com LEHDg nas doses de
25 ou 37,5 mg/kg, ou com sildenafila, promoveu reducdo da poténcia contratil
induzida pela FEN, quando comparada ao grupo de animais diabéticos. Estes dados
sugerem que o0s tratamentos supracitados podem estar reduzindo a
hipercontratilidade caracteristica do corpo cavernoso de animais diabéticos e,

consequentemente, melhorando a funcdo erétil destes animais. Resultados
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semelhantes foram demonstrados por outros extratos com propriedades
antioxidantes, como o edaravona, cujo tratamento por 28 dias induziu reducdo da
hipercontratilidade adrenérgica em ratos diabéticos (OHMASA et al., 2011).

Em preparacdes de corpo cavernoso, o0 estimulo por campo elétrico induz
descarga das terminacdes colinérgicas, NANC e noradrenérgicas, entretanto, na
auséncia de bloqueadores, a descarga noradrenérgica se sobressai promovendo a
contracdo do tecido cavernoso (ALVES, 2012). A avaliacdo deste parametro €&
importante porque a noradrenalina liberada por estes nervos é o principal
neurotransmissor responsavel pela manutencdo do estado flacido do pénis
(ITALIANO; CALABRO; PAGANO, 1994; DEAN; LUE, 2005).

A noradrenalina, lancada a partir de nervos noradrenérgicos, estimula
receptores noradrenérgicos presentes no musculo liso dos vasos penianos e dos
corpos cavernosos. A contracdo produzida por este neurotransmissor envolve
entrada de Ca** na célula muscular através dos canais do tipo L, bem como pelos
mecanismos de sensibilizacdo ao Ca?* mediadas pela PKC, tirosina-cinases e
ROCK (ANDERSSON, 2011).

De forma semelhante a FEN, o grupo de animais diabéticos apresentou
aumento da hipercontratilidade frente a ECE em diferentes frequéncias, quando
comparados ao grupo controle. Este efeito pode estar relacionado a super-regulacéo
das vias contrateis; a neuropatia autonémica, normalmente manifestada pela
exacerbacdo da atividade simpética, e a maior sensibilidade dos receptores
noradrenérgicos presentes nos corpos cavernosos de individuos diabéticos (PERIN,
MAULE, QUADRI; 2001; ANDERSSON, 2011).

O tratamento dos animais diabéticos com LEHDg 25 mg/kg ou sildenafila
nao induziu melhora significativa desta hipercontratilidade quando comparados aos
grupos de animais diabéticos. Apenas o tratamento com LEHDg 37,5 mg/kg
promoveu reducdo significativa deste efeito contratil induzida pela descarga
noradrenérgica. A reducdo desta hipercontratilidade pode melhorar o fluxo
sanguineo reduzido caracteristico no pénis de animais diabéticos, promovendo
assim, a melhora da fungéo erétil nestes animais (CARNEIRO et al., 2010).

O relaxamento produzido pelo NPS em tiras de corpo cavernoso de rato nao
foi alterado pela DE induzida pelo diabetes e ndo apresentou diferenca estatistica
em nenhum dos tratamentos utilizados quando comparados ao grupo controle. Estes

resultados sugerem que a maquinaria relaxante do musculo liso das trabéculas dos
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corpos cavernosos permaneceu funcionalmente inalterada em todos 0s grupos
estudados. Outros estudos com modelos de animais diabéticos também
demonstraram que o relaxamento mediado pelo NPS ndo apresentou alteracdes
entre os diferentes grupos tratados (GHASEMI; SADEGHIPOUR; DEHPOUR, 2007,
CARNEIRO et al., 2008; YILMAZ et al., 2014).

Por outro lado, em preparagcfes de corpo cavernoso de animais diabéticos
pré-contraidas com FEN, o relaxamento induzido pela ACh foi significativamente
reduzido quando comparado ao grupo controle. Achados semelhantes foram
encontrados por Ohmasa et al. (2011), que também observaram reducdo do
relaxamento mediado pela ACh em corpos cavernosos de ratos diabéticos. O efeito
inibitério sobre a acdo relaxante deste mediador sugere o desenvolvimento da
disfuncéo endotelial nos tecidos eréteis dos animais.

Os tratamentos com LEHDg (25 ou 37,5 mg/kg) promoveram restauragao
desta resposta endotelial quando comparado ao grupo diabético, de forma
semelhante ao grupo controle, sem apresentar diferencas entre si. Estes resultados
sugerem que estes dois tratamentos induziram recuperacao funcional do endotélio
presente nos corpos cavernosos de ratos diabéticos, o que pode contribuir para a
melhora da funcdo erétil destes animais. Diferentes substancias antioxidantes
também demonstraram melhora da fung¢do endotelial dos corpos cavernosos e na
funcdo erétil de animais diabéticos, como a vitamina E, o selenato de sédio e o
extrato rico em compostos fendlicos das folhas da Psidium guajava
(GOCMEN et al., 2000; CHEN; PENG, 2010).

Resultados semelhantes foram observados nos animais diabéticos tratados
com sildenafila, que também restaurou a funcédo endotelial quando comparados aos
animais diabéticos. Os resultados induzidos pela sildenafila estdo de acordo com
dados da literatura, que demonstram que a sua administracéo cronica pode melhorar
o relaxamento do corpo cavernoso por acao dependente de endotélio, como também
as funcbes eréteis alteradas por mecanismos fisiopatolégicos, dentre estes, o
diabetes (OUDOT et al., 2010; OHMASA et al., 2011).

Ja se sabe que o DM pode danificar as células endoteliais presentes nos
COrpos cavernosos e assim prejudicar a resposta vascular do pénis. No diabetes, as
mudancas estruturais nas céulas endoteliais sdo acompanhadas por alteragbes
funcionais que resultam na reducdo do relaxamento dependente de endotélio do

musculo liso dos corpos cavernosos (DIAZ-DIAZ et al., 2012). Fatores associados a
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disfuncdo endotelial no diabetes incluem defeitos na expressao e atividade da
eNOS; desacoplamento da eNOS; alteragdo da producgéo e/ou agdo de hormdnios,
fatores de crescimento e citocinas; aumento da geracao e da atividade de agentes
contracturantes como a RhoA/ROCK e aumento do estresse oxidativo
(MUSICKI; BURNETT, 2007).

O aumento do estresse oxidativo, por sua vez, estd caracterizado pela
presenca em grande quantidade dos radicais superoxidos nos tecidos eréteis de
individuos diabéticos. O anion superéxido reage com o NO para formar peroxinitrito,
resultando numa diminuicdo da biodisponibilidade deste mediador. Além disso, o
peroxinitrito € um composto altamente toxico para as células vasculares e neurénios,
levando a disfuncdo mitocondrial, dano oxidatvo ao DNA e apoptose
(PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007; DIAZ-DIAZ et al., 2012).

Diante do exposto e dos nossos resultados iniciais, que demonstaram
potente atividade antioxidante do LEHDg, foi investigado se este liofilizado estaria
promovendo seus efeitos benéficos sobre a DE por reduzir o estresse oxidativo em
cortes histoldgicos de corpos cavernosos de ratos diabéticos.

Nestes experimentos, o grupo de animais diabéticos apresentou signifivativo
aumento da intensidade de fluorescéncia pela sonda DHE quando comparado ao
controle, sugerindo que a inducdo do diabetes por quatro semanas aumentou 0S
niveis basais do anion superoxido nos tecidos eréteis destes animais. O aumento da
intensidade de fluorescéncia da sonda DHE em corpos cavernosos de animais
diabéticos também foi abservado no estudo realizado por Yang e cols. (2013). O
tratamento com as duas doses estudadas do LEHDg, assim como a sildenafila,
reduziu de forma significativa os niveis de fluorescéncia basal da sonda DHE quando
comparados aos animais diabéticos, apresentado niveis de &anion superéxido
semelhantes ao controle.

Esta diminuicdo do estresse oxidativo do LEHDg em tecidos eréteis de
animais diabéticos ocorreu provavelmete devido ao seu teor de compostos fenélicos
e por sua capacidade antioxidante. E importante salientar que esta reducdo do
estresse oxidativo induzida por LEHDg pode estar relacionada com a melhora da
funcéo endotelial e muscular de ratos com DE induzida pelo diabetes, observada em
resultados anteriores. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para elucidar a
participagcédo de outras vias de sinalizacdo no mecanismo de acao induzido por este

liofilizado.
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Estes resultados, em conjunto, demonstram que LEHDg é um extrato que
contém compostos fendlicos e potente atividade antioxidante, capaz de promover
relaxamento em preparacdes de corpos cavernosos provavelmente pela ativacédo da
via NOS/NO/CGs. Além disto, o tratamento de animais com DE induzido pelo
diabetes, nas duas doses estudadas do LEHDg, promoveu melhora da funcgéo erétil,
como também, induziu aumento do relaxamento dependente de endotélio,
diminuicdo da hipercontratilidade e reducdo do estresse oxidativo em preparacdes
de corpos cavernosos destes animais.

Desta forma, pode-se afirmar que o LEHDg demonstrou importantes acoes
sobre a funcgéo erétil de ratos e que 0 mesmo apresenta grande potencial como uma
nova alternativa terapéutica no tratamento da DE. Entretanto, mais estudos serdo
necessarios para elucidar a participacédo de outras vias de sinaliza¢cdo no mecanismo
de acado induzido por este liofilizado. Também é imprescindivel a realizacdo de
estudos clinicos que, aliados aos demais resultados obtidos, podem contribuir para o

desenvolvimento de um novo medicamento fitoterapico.
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6 CONCLUSAO

LEHDg é um extrato rico em compostos fendlicos, com potente atividade

antioxidante em corpo cavernoso;

LEHDg promove relaxamento de tiras de corpos cavernosos de ratos de

maneira dependente de concentracao;

A ativacdo da via NOS/NO/CGs esta envolvida no efeito relaxante em

preparacdes de corpos cavernosos de ratos;

Este extrato promove melhora da funcéo erétil em ratos com DE induzida pelo

diabetes;

LEHDg induz diminuicao da hipercontratilidade a FEN e a ECE, como também
a restauracdo da resposta relaxante dependente de endotélio em corpos

cavernosos de animais diabéticos;

LEHDg reduz o estresse oxidativo presente nos tecidos cavernosos com DE

induzida pelo diabetes.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo apontam para o potencial terapéutico do
LEHDg no tratamento da DE. O proximo passo serd a investigacdo dos mecanismos
moleculares relacionados a melhora da funcéo erétil observada no tratamento com
LHEDg, visando, posteriormente, iniciar testes clinicos para o desenvolvimento de

um fitoterapico para o tratamento deste disturbio.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CERTIDAO-2°VIA

Joao Pessoa, 29 de setembro de 2015.
CEUA N°1011/11
limo(a). Prof. Dr. Isac Almeida de Medeiros
Departamento Departamento de Farmacia - CCS - UFPB
Orientando(a) : Valéria Lopes de Assis — (Doutorado)

Ref.: 2° Via da Certiddo CEUA N° 1011/11.

Conforme solicitado por vossa senhoria, estamos emitindo 2° via da certiddo CEUA N°
1011/11 com entrada em 04/11/2011. Relativo a projeto intitulado: AVALIAGAO DOS
EFEITOS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA DA UVA Vitis vinifera L.
DO VALE DO SAO FRANCISCO EM DOIS MODELOS DE DISFUNGAO ERETIL
INDUZIDOS POR L-NAME E ESTREPTOZOTOCINA.

Os demais dados da certidao original seguem tal como estdo, ndo havendo alteragdes
na quantidade de animais ou de suas linhagens. Caso alguns animais ja tenham sido
utilizados, estes deveréo ser descontados do montante relatado na certiddo original.

Com previsao original de utilizar: 152 Ratos
Para serem utilizados no periodo de 04/11/11 a 04/06/15

Atenciosamente,
/ y ol 7
/ el

/ réf/D?/ Lunsé%rRodrigues

Presidente da €6misséo de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB

Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA — CBiotec
Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba



