UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

EFEITO PRO-ERETIL DE UMA FRAGCAO RICA EM
ALCALOIDES ISOLADA DE Aspidosperma ulei MARKGR.:
ESTUDO IN VIVO E IN VITRO.

Adriana Rolim Campos Barros

Fortaleza — Ceara
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Adriana Rolim Campos Barros

EFEITO PRO-ERETIL DE UMA FRAGAO RICA EM
ALCALOIDES ISOLADA DE Aspidosperma ulei MARKGR.:
ESTUDO IN VIVOE IN VITRO.

Tese apresentada ao Curso de PoOs-Graduagdo em
Farmacologia do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara, como requisito parcial

para obtencao do titulo de Doutor em Farmacologia.
Orientador: Vietla Satyanarayana Rao

Fortaleza — Ceara
2005



B273e Barros, Adriana Rolim Campos
Efeito pro-erétil de uma fragdo rica em alcaldides isolada de

Aspidosperma ulei Markgr.: estudo in vivo e in vitro/ Adriana
Rolim Campos Barros. — Fortaleza, 2005.
197 f. : il.

Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao.
Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Ceara. Curso

de Po6s-Graduacao em Farmacologia.

1. Aspidosperma. I. Titulo.
CDD 615.32




EFEITO PRO-ERETIL DE UMA FRAGAO RICA EM ALCALOIDES ISOLADA DE
Aspidosperma ulei MARKGR.: ESTUDO IN VIVO E IN VITRO.

Esta tese foi submetida como parte dos requisitos necessarios a obtengao do
Grau de Doutor em Farmacologia, outorgado pela Universidade Federal do Ceara e
encontra-se a disposicao dos interessados na Biblioteca de Ciéncias da Saude da

referida Universidade.

A citacdo de qualquer texto desta Tese é permitida, desde que seja feita em

conformidade com as normas da ética.

Tese aprovada com louvorem: 16 / 09 / 2005

Banca examinadora:;

Prof. Dr. Vietla Satyanarayna Rao (Orientador)

Prof. Dr. Lucio Flavio Gonzaga Silva

Prof. Dr. Ronaldo Albuquerque Ribeiro

Prof. Dr. Renan Magalhaes Montenegro Junior

Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha



A Deus;
Aos meus pais, Vicente e Francisca;
Aos meus irmdaos, Maria Cecilia e Paulo Eduardo

e ao meu esposo, Antonio Iran.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me permitido chegar até aqui.

Aos meus pais, irmdos e amigos pelo apoio e compreensio durante a realizagdo deste

trabalho.

Ao meu esposo, Antonio Iran, pelo amor, incentivo e companheirismo.

Ao Professor Vietla Satyanarayana Rao pela orientagio cientifica e pessoal.

Ao Professor Edilberto Rocha Silveira e ao seu aluno de doutorado Daniel Esdras de

Andrade Uchoa pelo fornecimento da fracio SFs-5 e pela andlise fitoquimica da mesma.

Ao Professor Nilberto Robson Falcio do Nascimento pela imprescindivel colaboragio

na realizacdo do estudo in vitro.

A professora Claudia Ferreira Santos pelo estimulo e incentivo.

A minha grande amiga Emmanuelle Coelho Noronha por sempre estar pronta a

oferecer o seu ombro.

Aos meus amigos do Laboratorio de Produtos Naturais, Professora Adriana Tomeé,
Carol Mourdo, Professora Fldvia Almeida, Professor Francisco de Assis, Jeferson Falcdo,
Juliana Maia, Karina Moreira, Laura Andréa, Professora Luilma Albuquerque, Regilane

Matos e Roberto César..

De forma especial agradeco a Karina Moreira pelas incontdveis horas de fisiogrifico e

ao Roberto César pelos vdrios finais-de-semana passados no laboratorio.



Aos bolsistas e ex-bolsistas do Laboratorio de Produtos Naturais, Alana, Apolyana,
Bruno, Cinthia, Deive, Fabricio, Hermes, Italo, Jonny, Kelcyana, Livia, Mariana, Rafaela e

Wilcare por todos os bons momentos passados no laboratorio.

Aos componentes do Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular da Universidade

Estadual do Ceard.

A Aline Bastos e Karina Marques pelo apoio técnico.

A minha amiga de todos os momentos Emmanuelle Coelho Noronha.

Aos funciondrios do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e

0 Jucié pela presteza na entrega dos animais.

Aos funciondrios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Rose, Iris,

Chiquinho, Fernando, Marta e Joana.

As secretdrias da Pos-Graduagio, Silvia Maria e Aura Rhanes, pela amizade,

eficiéncia e gentileza.

A todos os professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia que direta ou

indiretamente contribuiram para o meu crescimento e realizagio deste trabalho.

A CAPES, CNPq e FUNCAP pelo suporte financeiro.



“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano”.

Isaac Newton



RESUMO

EFEITO PRO-ERETIL DE UMA FRACAO RICA EM ALCALOIDES ISOLADA DE
Aspidosperma ulei MARKGR.: ESTUDO IN VIVO E IN VITRO.

Adriana Rolim Campos Barros. Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Tese de
Doutorado. Curso de Pés-Graduacdo em Farmacologia. Depto. de Fisiologia e
Farmacologia. Faculdade de Medicina. Universidade Federal do Ceara, 2005.

O género Aspidosperma (Apocynaceae) € conhecido por ser rico em alcaldides
inddlicos do tipo ioimbina. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade,
efeitos sobre o comportamento e um possivel pro-erétii de uma fracdo rica em
alcaldides isolada da casca da raiz de Aspidosperma ulei Markgr. (SFs.5). Os testes de
toxicidade aguda foram realizados para determinar a DLsy em camundongos e a ClLsg
em Artemia sp. Os efeitos sobre o comportamento foram estudados nos testes do
campo aberto, placa perfurada, labirinto em cruz elevado, “rota-rod”, natacao forcada e
tempo de sono induzido por barbiturico. Os estudos in vitro com a fracdo foram
realizados em canal deferente de camundongos e corpos cavernosos de coelhos e
humanos. Os valores estimados para a DL (i.p.) em camundongos e CLsy, em Artemia
sp. foram na ordem de 400 mg/Kg e 3,94 ug/mL, respectivamente. Os testes
comportamentais em camundongos revelaram uma atividade estimulante de SFss
sobre 0 SNC mas ndo demonstraram incoordenacdo motora no teste do “rota-rod”. A
injecao intraperitoneal de 25 mg/Kg de SF35 induziu a eregdo peniana em 75 % dos
camundongos. Este efeito foi completamente abolido pelo pré-tratamento com clonidina
(agonista receptores adrenérgicos ay) ou haloperidol (antagonista dopaminérgico) e
somente parcialmente inibido pelo L-NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase) e pelo azul
de metileno (inibidor da guanilato ciclase soluvel). SF35 também reverteu a depresséo
do comportamento sexual induzida por fluoxetina. No canal deferente de camundongos,
as contragdes induzidas pela estimulacdo por campo elétrico ou noradrenalina, mas
nao as induzidas por ATP, foram inibidas por SFss (1 — 64 ug/mL). SF35 (1 — 300
ug/mL) promoveu relaxamento concentragado-dependente nas preparagdes de corpos
cavernoso humanos e de coelhos pré-contraidas com fenilefrina, potassio ou PGFy,.
Nossos resultados indicam que SFs;s manifesta atividade pro-erétil possivelmente
envolvendo mecanismos centrais (sistemas dopaminérgico, adrenérgico e nitrérgico) e
periférico (efeito relaxante do musculo liso cavernoso aparentemente envolvendo o
fluxo de Ca*?). Estes dados também sugerem que Aspidosperma ulei Markgr. pode ser
explorada como uma alternativa para o tratamento da disfuncéo erétil. Sdo necessarios
estudos futuros para identificar e isolar o composto quimico ativo presente em SFjs
responsavel pela atividade farmacoldgica.

Palavras-chave: Aspidosperma ulei, SF3.s, efeito pré-erétil.



ABSTRACT

PROERECTILE EFFECT OF AN ALKALOIDICAL RICH FRACTION ISOLATED FROM
Aspidosperma ulei MARKGR.: IN VIVO AND IN VITRO STUDY. Adriana Rolim Campos
Barros. Supervisor: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Doctoral Thesis. Course of
Post-graduation in Pharmacology. Faculty of Medicine. Federal University of
CearaUniversidade Federal do Ceara, 2005.

The genus Aspidosperma (Apocyanaceae) is known to be rich in yohimbine type of indol
alkaloids. This study was aimed to evaluate the alkaloid rich fraction (SF3.5) obtained
from Aspidiosperma ulei Markgr. root bark for its general toxicity, behavioral effects in
mice and a possible proerectile activity. Acute toxicity tests were performed to determine
the LDso in mice and LCso with Artemia sp. Behavioral effects were studied in the tests of
open-field, hole-board, plus-maze, rota-rod, forded-swimming, and on barbiturate-
induced sleeping time. In vitro studies with the fraction were carried out using mouse vas
deferens and the rabbit and human corpus cavernous tissues. The estimated values of
i.p. LDsp in mice and LCsp with Artemia sp. were in the order of 400 mg/kg, and 3.94
ug/ml, respectively. Behavioral tests in mice revealed a general stimulant activity of SFs.
5 on CNS but demonstrated no motor impairment in rota-rod test. At 25 mg/kg
intraperitoneal injection of SF3.5 penile erections were evidenced in 75% of the mice.
This effect was completely abolished by pretreatment with clonidine (o, —adrenoceptor
agonist) or haloperidol (dopaminergic antagonist) and only partially inhibited by L-NAME
(nitric oxide synthase inhibitor) and by methylene blue (soluble guanylate cyclase
inhibitor). SF3.5 also abrogated the fluoxetine-induced depression in sexual behavior. In
mouse vas deferens, contractile effects induced by electrical field stimulation or
noradrenaline but not induced by ATP were inhibited by SF3z5 (1-64 ug/ml). In both
human and rabbit isolated corpus cavernosum preparations pre-contracted by
phenylephrine, high potassium or PGFy,, SF35 (1-300 ug/ml) caused concentration-
dependent relaxation. Our results indicate that SF;s manifests pro-erectile activity
possibly involving both central (dopaminergic, adrenergic and nitriergic systems) and
peripheral (relaxant effect on corpus cavernosal smooth muscle, probably involving Ca*?
flux) mechanisms. These data also suggest that Aspidiosperma ulei Markgr. can be
explored as an alternative for the treatment of erectile dysfunction. The study further
warrants the identification and isolation of the active chemical compound present in SF3.
5, responsible for the pharmacological activity.

Key-words: Aspidiosperma ulei, SF;.5 , proerectile effect
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1 Introducao
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1.1. DISFUNGAO ERETIL

O termo disfungao erétil (DE) € comumente utilizado para definir a inabilidade
masculina de obter e manter a erecdo do pénis por tempo suficiente para permitir um
desempenho sexual satisfatorio, sendo distintamente diferente de perda da libido,
ejaculacado precoce ou auséncia de orgasmo (NIH, 1993). Estima-se que a DE afete
entre 20 e 30 milhdes de homens nos Estados Unidos (LUE, 2000).

O primeiro e mais extenso estudo epidemioldgico sobre o comportamento sexual
masculino nos Estados Unidos foi conduzido por Kinsey e publicado em 1948, os
autores entrevistaram cerca de 15.781 homens, entre 10 e 80 anos, de uma amostra
representativa da populagdo geral estratificada por idade, instrugdo, atividade e
domicilio, concluindo que, cerca de 1 % dos homens abaixo dos 19 anos, 3 % dos até
45 anos, 6,7 % dos entre 45 e 55 anos e em 25 % até a idade de 75 anos, admitiam a
ocorréncia da DE (KINSEY ET AL., 2003).

Esse estudo, conduzido ha mais de cinqienta anos, num contexto médico -
social diferente dos dias atuais, continua sendo a fonte mais extensa de dados
normativos com base populacional sobre o comportamento sexual dos homens
americanos, representando um marco histérico e um ponto inicial para os dados

epidemioldgicos sobre a prevaléncia da DE na populagéo geral (LOPES, 2000).

O maior estudo ja realizado chamado “Men’s Attitudes to Life Events and
Sexuality (MALES)”, publicado em 2004 no Current Medical and Research Opinion
mostra que 16% da populagdo masculina com idade entre 20 e 75 anos ja
apresentaram DE (ROSEN ET AL., 2004). Os resultados sao consistentes com outras

pesquisas que estimam que algum grau de DE afeta mais da metade dos homens com



40 anos, e que a estimativa mundial € de 152 milhdes de homens sofrendo desta
condicdo, além da antecipacdo de que em 2025 existirao 322 milhdes de homens
apresentando DE (FELDMAN ET AL., 1994; JARDIN ET AL., 2000).

No Brasil, uma pesquisa realizada por Moreira et al. (2001) mostrou que 18% da
populagdo masculina com idade entre 40 e 70 anos apresenta algum grau de DE. No
entanto somente 16 % dos homens com DE moderada ou grave estao sendo tratados,
apesar da maioria dos pacientes dizer que tentaria o tratamento se fossem portadores
de DE (MOREIRA ET AL., 2002).
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Figura 1. Incidéncia da disfuncao erétil por faixa etaria, Bahia, Brasil. Modificada de
Moreira et al., 2002.

A DE pode ser classificada como psicogénica, organica (neurogénica, hormonal,
arterial, cavernosa ou droga-induzida) ou pode ser psicogénica e organica (LUE, 2000).
Apesar de até 30 anos atras a DE ser considerada como primariamente uma desordem
psicoldgica, hoje é considerado que a maioria dos homens acometidos exibe uma
etiologia organica subjacente (THOMAS, 2002).

A despeito da prevaléncia, dos custos e das implicagbes da DE para a qualidade

de vida, faltam dados normativos atuais em populagdo saudavel, especialmente no



contexto de variaveis psicologicas e psicossociais (QUINN ET AL.,1990). Aléem do

envelhecimento outros fatores de risco estdo associados como patologias cronicas,

medicamentos e tabagismo (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagao e causas mais comuns da disfungao erétil.

Categoria

Desordens comuns

Fisiopatologia

Psicogénica

Neurogénica

Hormonal

Vasculogénica

(arterial /

cavernosa)

Droga-induzida

Envelhecimento e
outras patologias

Ansiedade de performance
Problemas de relacionamento
Estresse psicologico
Depresséao

AVC ou doenca de Alzheimer
Lesdo medular

Cirurgia pélvica radical
Neuropatia diabética

Lesao pélvica

Hipogonadismo
Hiperprolactinemia

Arteriosclerose
Hipertensao
Diabetes mellitus
Trauma
Doenca de Peyronie

Anti-hipertensivos
Antidepressivos
Antiandrogénicos
Abuso de alcool
Tabagismo

Idade avancada

Diabetes mellitus
Faléncia renal crénica
Coronariopatias

Perda da libido,
superinibicdo ou
da liberacdo de NO

impedimento

Faléncia ao
nervoso ou
interrompida

iniciar o impulso
transmissao neural

Perda da |libido e
inadequada de NO

Fluxo arterial inadequado
venooclusio dificultada

liberacao

ou

Supressao central

Diminuicéo da libido
Neuropatia alcodlica
Insuficiéncia vascular

Usualmente e mulifatorial,
resultando em disfuncdo neural e
vascular.

LUE, 2000

Com o avango no conhecimento da fisiologia da erecdo peniana, dos

mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos e do desenvolvimento de novas modalidades de
tratamento, houve um maior interesse pelo estudo da DE, observando-se atualmente que

tanto os homens como as suas parceiras e médicos vém se sentindo cada vez mais



liberais para discutir sobre a enfermidade e seu tratamento (GUAY, 1995). Apesar disso,
a DE é ainda um assunto pouco discutido, mesmo no &mbito médico geral, pois na
avaliacao clinica diaria, muitos médicos nao sabem como aborda-la e, quando o paciente
ganha coragem para perguntar sobre questdes concernentes a sua etiologia, principais
fatores de risco e tratamentos disponiveis, &€ importante que os profissionais envolvidos

estejam preparados para enfrentar o problema (LOPES, 2000).

Muitos agentes terapéuticos, particularmente aqueles que alteram a atividade
neurotransmissora (agonistas e antagonistas) estao associados a DE (THOMAS, 2002).
O uso de farmacos pode constituir 25 % das causas (KEENE & DAVIES, 1999). O
mecanismo pode ser neural, endécrino e algumas vezes simplesmente desconhecido.
Talvez ocorra com mais frequéncia em pacientes que utilizam medicamentos anti-
hipertensivos, principalmente os B-bloqueadores e os diuréticos tiazidicos (THOMAS,
2002).

De forma paradoxal, inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS)
podem estar associados a DE (KEENE & DAVIES, 1999), ainda que alguns destes

agentes sejam utilizados para o tratamento da ejaculagao precoce.

1.1.1. Anatomia do pénis e mecanismos envolvidos no inicio e manutengao da

erecao

A erecao peniana € um evento hemodinamico onde fatores centrais (cerebral e
medular) e locais (musculo liso e endotélio) estdo integrados de maneira complexa
envolvendo um delicado equilibrio entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores
(ANDERSSON & WAGNER, 1995; AZADZOI ET AL., 1995).

A atividade contratil do musculo cavernoso (arterial e trabecular) é regulada por
diversos fatores: niveis adequados de agonistas (neurotransmissores, horménios e
substancias derivadas do endotélio), expressdo adequada de receptores, integridade

dos mecanismos de transdugcdo, homeostase do calcio, interacdo entre proteinas



contrateis e a comunicagdo intracelular efetiva entre as células do musculo liso
(CHRIST ET AL., 1995).

Anatomia

O pénis consiste de dois corpos cavernosos dorso-laterais unidos um ao outro
€ ao corpo esponjoso que circunda a uretra. Os trés corpos unidos pela fascia de Buck.
A porgao proximal de cada corpo cavernoso é cercada pelos musculos isquiocavernoso
e bulboesponjoso (SOBOTTA, 1990). Cada corpo contém conjuntos de musculo liso,
fibras elasticas, colageno e tecido fibroso que juntos formam a trabécula. O pénis
possui fluxo arterial através das artérias pudendas internas, que se ramificam para
formar as artérias profundas (cavernosas) que percorrem todo o comprimento do corpo
cavernoso, terminado em ramificagbes chamadas artérias helicinas que fornecem

sangue aos sinuséides (Figura 2).

A artéria dorsal, veia dorsal profunda e nervo dorsal formam o conjunto
neurovascular do pénis. A veia dorsal profunda drena os tecidos eréteis. A inervagao
peniana é proveniente da raiz dorsal parassimpatica sacral (erecao) e raizes dorsais
simpaticas toraco-lombares (relaxamento e ejaculagdo) (DAIL ET AL., 1989; DE
GROAT & BOOTH, 1993).

Fisiologia da erecao

A eregédo (tumescéncia) ocorre quando os sentidos especiais (visdo, audigao,
tato, paladar e olfato) sdo estimulados e quando a imaginagao/fantasia ativa regides
especializadas do talamo e hipotalamo (MOURAS, 2004). Estas areas regulam o
musculo liso sinusoidal do corpo cavernoso através dos sistemas simpatico e
parassimpatico (KORENMAN, 1998).

Dependendo do contexto particular no qual a erecdo peniana ocorre, diferentes
mecanismos centrais, periféricos e/ou enddécrinos podem participar na sua regulagao,
muitas vezes de maneira muito complexa (ARGIOLAS & MELIS, 1995). Mesmo com o

recente progresso no tratamento farmacolégico da DE, ainda existe pouco



entendimento em relagdo ao controle central (medular e supramedular) da eregéo
peniana (RAMPIN & GIULIANO, 2001). O papel dos neurotransmissores classicos (NA,
Ach) no controle da ereg¢ao peniana ja foi extensamente estudado (BENSON ET AL.,
1980; DE GROAT, 1988; SACHS ET AL., 1982; SAENZ DE TEJADA ET AL., 1988;
STEERS, 1990).

Prostata

Nervo cavernoso
(autondmico)

Veia dorsal
profunda
Artéria dorsal Nervo
dorsal
Artéria dorsal \ /

Nervo dorsal

Artéria
circunflexa

Sinusodides <

Veia
circunflexa

> Artérias helicinas
Veia dorsal profunda /

Musculo liso

,-""/ trabecular

Tunica albuginea
Espacgos sinusoides
Corpo cavernoso - o— Plexo

Artéria cavernosa

Figura 2. Anatomia do pénis. Os nervos cavernosos percorrem a parte postero-lateral da prostata,
entram nos corpos cavernoso e esponjoso para regular o fluxo sanglineo durante a eregdo e
detumescéncia. Os nervos dorsais (somaticos), que sao ramificagbes dos nervos pudendos, sdo
responsaveis primariamente pela sensagdo peniana. Durante a ereg¢ado, o relaxamento do musculo liso
trabecular e a vasodilatacao arteriolar resultam em aumento do fluxo sanguineo, expandido os sinusdides
(aumentando o comprimento) e enlarguecendo o pénis. A expansado dos sinuséides comprime o plexo
venular subtunical contra a tinica albuginea. Além disso, a compressédo da tunica comprime as veias
emissarias, reduzindo o efluxo de sangue ao minimo. No estado flacido, o influxo através das artérias
helicinas contraidas € minimo e ha efluxo livre através plexo venular subtunical. (Modificada de Lue,
2000).



1.1.2. Neurotransmissores e neuropeptidios que controlam a ere¢ao peniana

Noradrenalina

A presencga e distribuicdo das fibras noradrenérgicas na vasculatura peniana
(artérias e veias) e musculo cavernoso foi descrita em varios estudos (BENSON ET AL.,
1980). Em particular, € comumente aceito que em condi¢gdes normais a NA liberada das
terminagdes nervosas simpaticas atua nos receptores o, pos-sinapticos para manter o
corpo cavernoso e as artérias helicinas contraidas, mantendo o minimo fluxo sanguineo
para o corpo cavernoso. Utilizando-se agonistas e antagonistas adrenérgicos
especificos, foi identificada a presenca de receptores a4 € a, na vasculatura peniana e

tecidos cavernosos de varias espécies animais, inclusive no homem.

Os receptores o4 estdo localizados na membrana pos-sinaptica e séao
responsaveis pelo efeito contratii da NA nestes tecidos, ja4 os receptores o, estdo
localizados na membrana pré-sinaptica nas terminagdes nervosas noradrenérgicas e
inibem a funcédo noradrenérgica. Estudos com radioligantes mostraram a presenga de

receptores adrenérgicos [, provavelmente 3, “atipicos” (DHABUWALA ET AL., 1985).

O corpo cavernoso humano possui receptores adrenérgicos B3 localizados
primariamente nas células do musculo liso. A ativacéo seletiva destes receptores leva a
um aumento dos niveis teciduais de GMPc, resultando em vasorelaxamento
independente do NO. Estes dados podem abrir caminho a um melhor entendimento nao
somente da fisiologia e fisiopatologia da fungao erétil, mas também para um novo alvo
terapéutico da DE (CIRINO, 2003).

As alteragbes do tdbnus noradrenérgico constituem um dos principais
mecanismos que influenciam a atividade do musculo liso cavernoso e a vasculatura
peniana. Antagonistas a2, mas ndo antagonistas seletivos a, ou drogas que possuem
atividade antiadrenérgica induzem a tumescéncia e muitas vezes a eregao completa em

animais de laboratério e em homens, quando injetadas no corpo cavernoso. Os



agonistas a4 causam detumescéncia e os agonistas [ sdo ineficazes (BLUM ET AL.,
1985; BRINDLEY, 1986; ANDERSSON ET AL., 1991; ANDERSSON & PERSSON,
1993).

Tabela 2. Neurotransmissores e neuropeptideos que influenciam a ereg¢do peniana

através do Sistema Nervoso Central.

Composto Efeito Area cerebral
Erecao Reflexo peniano envolvida
Dopamina Facilitacao Facilitacao PVN, MPOA
Serotonina Inibigao/Facilitagédo® Inibicao SpC, MPOA
Aminoacidos Facilitagédo ND PVN
excitatérios
GABA Inibicao Inibicao PVN, SpC
NO Facilitacao ND PVN, MPOA
Ach Facilitagédo ND Hipocampo
NA Inibicao ND Hipotalamo
Ocitocina Facilitagédo ND PVN, SpC,
Hipocampo
ACTH/MSH Facilitagao ND APVH
Peptideos opidides Inibicdo ND PVN, MPOA
Endocanabindides Inibicao?® ND PVN

@ Depende do subtipo de receptor envolvido; ND : ndo disponivel; PVN : nlcleo para
ventricular; MPOA : area pré-optica medial; SpC : medula espinhal; APVH : area
hipotalamica periventricular (ARGIOLAS & MELIS, 2005).

Acetilcolina

Estudos neuroanatémicos e neurofisiolégicos em animais e humanos mostraram
que o relaxamento do musculo liso peniano esta sob controle dos nervos

parassimpaticos colinérgicos (STEERS, 1990).

Vérias investigagbes evidenciaram que, in vitro, a acetilcolina (Ach) e o carbacol
relaxam os musculos esponjosos e cavernosos quando estes estdo pré-contraidos com
NA e este efeito é revertido por agentes bloqueadores muscarinicos como a atropina e
escopolamina (SAENZ DE TEJADA ET AL., 1988).



O papel exato da Ach no relaxamento da musculatura cavernosa ainda esta em
debate. Isto € devido, ndo somente aos resultados conflitantes encontrados por
diversos pesquisadores, mas também aos achados que vao de encontro ao papel
colinérgico. Entre estes, esta o fato de que a atropina ndo bloqueia a ereg¢do peniana,
mesmo quando injetada diretamente no corpo cavernoso de animais e homens
(ARGIOLAS & MELIS, 1995).

Contudo a descoberta de que a Ach e agonistas muscarinicos induzem o
relaxamento do musculo liso peniano na presenga do endotélio intacto, mas nao
quando este é removido (FURCHGOTT, 1983) ajudou a entender, pelo menos em

parte, 0 mecanismo de sua acao relaxante do musculo cavernoso peniano.

Em geral, aceita-se atualmente que a Ach pode influenciar o relaxamento desse

musculo liso sem atuar diretamente, através de pelo menos trés mecanismos:

1. A Ach liberada dos nervos pélvicos poderia inibir pré- e pés-juncionalmente a
atividade dos nervos noradrenégicos, como ocorre em outros tecidos
(coragao, coronarias e corpos esponjoso) (HEDLUND & ANDERSSON,
1985);

2. A Ach poderia liberar um fator relaxante nao-colinérgico, a partir de nervos

NANC pélvico-cavernosos;

3. A Ach poderia liberar do endotélio um fator relaxante que atua diretamente no

musculo liso revertendo a contragao induzida pela NA.

Apesar destas conclusdes serem corroboradas por varios estudos (HOLMQUIST
ET AL.,1992), o papel exato da Ach e dos receptores muscarinicos na eregao peniana,

especialmente no homem, ainda ndo esta completamente esclarecido.



Oxido nitrico

Em 1990, Ignarro et al. mostraram que N-nitro-L-arginina (L-NA), N®-amino-L-
arginina, inibidores da NO sintase (NOS), oxihemoglobina (varredor de NO) e o azul de
metileno (inibidor da guanilato ciclase soluvel) aboliam o relaxamento induzido pela
estimulacdo elétrica do corpo cavernoso isolado de coelhos e que o efeito dos
inibidores da NO era revertido pela L-arginina. Foi proposto que a eregdo peniana

poderia ser mediada pelo NO gerado nos nervos NANC.

A susceptibilidade da resposta neurogénica ao azul de metileno sugere que o
relaxamento pode ser mediado pelo GMPc no musculo liso cavernoso. A administragao
exdgena de NO ou de seus doadores promove o relaxamento do musculo liso
cavernoso e este relaxamento nao foi influenciado por inibidores da NOS, mas
suprimido pela oxihemoglobina e pelo azul de metileno (BUSCH ET AL., 19923;
KIRKEBY ET AL., 1993). Achados similares foram encontrados em homens, macacos,
cachorros, coelhos e ratos (TODA ET AL., 2005).

Estudos histoquimicos dao suporte a idéia de que o NO atua como
neurotransmissor nos nervos NANC inibitérios que inervam o musculo liso do corpo
cavernoso (TODA ET AL., 2005).

A evidéncia para a liberacdo do NO a partir de neurdnios inibitérios foi mostrada
em corpo cavernoso de coelhos pelo método da quimioluminescéncia (BUSCH ET AL.,
1992b) e em humanos utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(WIKLUND ET AL., 1993).

Em estudos com camundongos que ndo possuiam NOS neuronal (NOSn) e NOS
endotelial (NOSe), o aumento da presséao intracavernosa induzida pela estimulagao do
nervo cavernoso foi atenuado nos animais NOSn-/-, mas n&o nos animais NOSe-/- e a
resposta foi atenuada pelo tratamento com L-NAME, sugerindo a contribuicdo da NOSn
na erecao peniana (CASHEN ET AL., 2002).



Uma isoforma citosdlica da NOS constitutiva similar a encontrada no tecido
neuronal cerebral foi detectada em corpo cavernoso de coelhos (BUSCH ET AL.,
1995b). Como a NOS esta primariamente ligada a membrana (FORSTERMANN ET
AL., 1991), deve-se considerar a origem neuronal como uma importante fonte de NO.
Tecidos penianos obtidos de homens portadores de DE ndo expressam a NOSnpu, uma
variante da NOSn (LIN ET AL., 1998).

Potenciais de acdo neuronais abrem os canais de Na'-sensiveis a tetrodotoxina
nos terminais nitrérgicos e promovem o influxo de Ca*™" possivelmente através de canais
do tipo N nos vasos sanguineos (TODA ET AL., 1995). Parece ocorrer 0 mesmo no
corpo cavernoso, porque o relaxamento promovido pela estimulacdo do nervo
cavernoso de coelhos e cachorros foi sensivel a w-conotoxina GV1A, um bloqueador
dos canais de Ca™" tipo N (OKAMURA ET AL., 2001).

O aumento do Ca™ citosdlico participa da ativacdo da NOSn na presenca da
calmodulina (BREDT & SNYDER, 1990). A liberagédo neuronal ou a sintese de NO
parece ser dependente da biodisponibilidade do Ca*™ no corpo cavernoso de coelhos
(SAITO ET AL., 1996).

Archer (2002) propds que o NO neurogénico estimula a guanilato ciclase soluvel
com consequente produgdao de GMPc que ativa a proteina cinase dependente de GMPc
no musculo liso do corpo cavernoso. Esta proteina cinase fosforila uma variedade de
canais idnicos e bombas, promovendo uma redugcdo do Ca*? citosdlico, causando o
relaxamento (TODA ET AL., 2005).

A ativagdo de canais de K' sensiveis ao Ca'® de alta condutancia e a
hiperpolarizagdo da membrana também podem estar envolvidos. Camundongos
deficientes da proteina cinase 1 dependente de GMPc possuem baixa habilidade de
reprodugdo € seus CcOrpos cavernosos nao relaxam com a ativagdo da cascata
sinalizadora NO-GMPc, sugerindo que esta cinase 1 € um alvo do GMPc nos tecidos
eréteis (HEDLUND ET AL., 2000).



Existem evidéncias mostrando a interagdo nitrérgica-adrenérgica na erecéo
peniana (ADAIKAN, 2000). De acordo com Cellek e Moncada (1997), a contragao
noradrenérgica do corpo cavernoso humano e de coelhos induzida por estimulo elétrico
nao ocorre até o término da estimulagdo. Quando ha o aumento do ténus, o
relaxamento mediado pelo NO durante a estimulacéo elétrica e a contracdo ocorrem
somente apos a estimulagcéo (TODA ET AL., 2005).

Os achados evidenciam que a inervagao nitrérgica ndo somente modula, mas
controla a resposta simpatica. Parece haver um antagonismo fisioldgico no musculo liso

cavernoso inervado pelos sistemas nitrérgico e adrenérgico (CELLEK, 2000).

Existe um consenso de que a presenga de NO é uma condigdo necessaria para
a geragao e manutencao do incremento da pressao intracavernosa e eregdo peniana
(TODA ET AL., 2005). Inicialmente acreditava-se que o NO liberado dos nervos
inibitérios NANC era um contribuinte primario para estas ag¢des (IGNARRO ET AL.,
1990). Estudos recentes sugerem que o NO derivado do endotélio também esta

envolvido na regulacao da funcao erétil.
No entanto, existem evidéncias que vao de encontro a hipotese de que o NO
liberado pelos neurbnios € o NO derivado do endotélio participam da eregcao

(HAYASHIDA ET AL., 1996; AYAJIKI ET AL., 1997; OKAMURA ET AL., 1998, 1999).

- Oxido nitrico e antagonistas dos receptores adrenérgicos o

A ativagdo dos neurdnios noradrenérgicos com estimulagdo dos adrenoceptores,
principalmente dos subtipos a4, pela NA enddgena, induz a contragdao do musculo liso

cavernoso e € neutralizada pelo relaxamento nitrérgico do corpo cavernoso e resulta na
erecao peniana (TODA ET AL., 2005).

Contudo, as influéncias adrenérgicas parecem ser mascaradas durante a intensa
ativacdo do nervo nitrérgico (CELLEK & MONCADA, 1997). Angulo et al. (2001)



demonstraram que a interagao entre o bloqueio dos receptores o pela fentolamina e a
potenciagdo da via NO/GMPc pela L-arginina ou sildenafil aumenta o relaxamento do
musculo liso trabecular no corpo cavernoso de coelho e sugere que a combinagao

destas drogas poderia representar uma vantagem terapéutica no tratamento da DE.

Foi postulado que a inibicdo do tdnus noradrenérgico excessivo com
antagonistas adrenérgicos apropriados, como a fentolamina, poderia contribuir para o
inicio da eregao farmacolégica (ADAIKAN, 2000).

Os resultados que indicam que a fentolamina relaxa o corpo cavernoso de
homens e coelhos quando estes foram contraidos com agonistas adrenérgicos e com
drogas contrateis ndo adrenérgicas como a endotelina e o K e que a destrui¢éo
mecéanica do endotélio diminui o seu efeito (TRAISH ET AL., 1998) sugerem o
envolvimento de mecanismo mediado por NO no relaxamento do musculo cavernoso

induzido pelo antagonismo dos receptores noradrenérgicos a.

A ioimbina (YOH), um antagonista noradrenérgico a, seletivo, tem mostrado ser
efetiva em pacientes com DE organica (REID ET AL., 1987), porém outros estudos
indicam diferencgas insignificantes entre a efetividade da YOH e placebo na impoténcia
de origem psicogénica (MORALES ET AL., 1987) De acordo com Tam et al. (2001),
poucos estudos bem direcionados sobre o efeito terapéutico da YOH foram
completados. Destes estudos, concluiu-se que a monoterapia com YOH possui eficacia
modesta nos pacientes com DE, e o seu uso potencial seria mais provavel se

combinado com drogas que estimulam a via NO.

Um estudo mostrou que a combinagcao YOH/L-arginina foi efetiva em pacientes
com DE leve e moderada (LEBRET ET AL., 2002). Desde que a inibicao pré-sinaptica
pela ativagdo de adrenoceptores a, de neurdnios nitrérgicos foi observada em corpo
cavernoso de coelhos (ANGULO ET AL., 2001), a remogdo da funcdo deste receptor
pela YOH pode estar envolvida no melhoramento do relaxamento do corpo cavernoso e

na erecao peniana mediados pelo NO.



Fillippi et al. (2002) mostraram que a YOH promove, de forma NO dependente, o
relaxamento endotélio-dependente do corpo cavernoso isolado de homens e coelhos e
que em modelo de hipogonadismo experimental em coelhos, o efeito relaxante da YOH

foi diminuido, mas restaurado pela suplementagao androgénica.

Este mecanismo endotélio- e androgénico-dependente pode justificar a auséncia
de eficacia da YOH no tratamento de alguma formas de DE organica. Acredita-se
também que a YOH atua no sistema nervoso central (MAGGI ET AL., 2000;
ANDERSSON & STIEF, 2001a).

Dopamina

Os receptores dopaminérgicos estao divididos em D1 e D2 (HEATON, 2000). Os
subtipos adicionais incluem o D5, que é similar ao D1, e D3 e D4, que s&o similares ao
D2. Eles sé&o tipicos receptores transmembrana acoplados a proteina G (SOKOLOFF &
SCHWARTZ, 1995).

Os receptores D1 estimulam a atividade da adenilato ciclase (proteina Gg)
enquanto que os receptores D2 inibem (proteina G;) além de aumentar a condutancia
do K7, inibir a entrada de Ca™" através dos canais voltagem-dependentes e modular o
fosfato de inositol (HEATON, 2000). Em geral, os receptores para dopamina

(principalmente D2) podem ativar multiplas vias.

Os receptores dopaminérgicos estdo distribuidos de maneira similar nos
cérebros de varios mamiferos, com alta densidade de D1 e D2 (D1 > D2),
particularmente nos nucleos da base (HEATON, 2000). No corpo estriado, os
receptores D1 s&o exclusivamente pdés-sinapticos, enquanto que os D2 ocorrem de

forma pré- e pos-sinaptica (SAM, 1997).

Os receptores D2 parecem ser responsaveis pela maioria dos efeitos

comportamentais da dopamina enquanto que o papel fisiolégico do D1 é pouco



definido; além disso, existem evidéncias sugerindo que os papéis funcionais destes

receptores podem estar interligados (SAM, 1997).

Os receptores D1 e D2 pds-sinapticos estdo envolvidos no comportamento
estereotipado, enquanto a ativagao seletiva de D2 podem promover a hipomotilidade e
a eregao peniana (HEATON, 2000).

O papel no sistema nervoso central (SNC) exercido pela dopamina no controle
da erecao peniana e comportamento sexual ja foi claramente demonstrado (GIULIANO
& ALLARD, 2001). Os nucleos hipotalamicos como a area pré-6ptica medial (MPOA) e
0 nucleo paraventricular (PVN) sdo os principais alvos dos neurbnios dopaminérgicos
(RAMPIN & GIULIANO, 2001).

Os receptores D1 e D2 contribuem para a copulagdo (incluindo a emisséo,
erecao e ejaculacao). O receptor D2 parece ser o subtipo de receptor com maior
envolvimento no controle central da erecdo peniana e na facilitagdo dos reflexos
penianos (GIULIANO & ALLARD, 2001).

A neurotransmissao dopaminérgica na MPOA regula a copulagédo e a eregao. A
dopamina é liberada na MPOA dos ratos machos na presenca da fémea e ela facilita o
comportamento sexual masculino. Em ratos castrados, as concentragdes basais de
dopamina diminuem e ndo ha aumento na MPOA na presenca de fémeas (DU ET AL.,
1998).

Em contraste, a injecdo sistémica de anfetamina estimula uma maior liberacéo
de dopamina nos animais castrados, sugerindo que a castragao nao altera a sintese,
mas a liberacdo de dopamina. A castracdo ndo afeta o numero de neurdnios
dopaminérgicos nem a inervagao dopaminérgica na MPOA, mas causa um decréscimo
significativo dos neurdnios nitrérgicos. E sugerido que a testosterona pode ativar a

producao de NO na MPOA e que isto facilitaria a liberagao local de dopamina.



- Dopamina e noradrenalina

Nos mamiferos, um dos alvos da dopamina é a area pré-6ptica (POA), onde
facilita o comportamento sexual masculino (CORNIL ET AL., 2002). Na MPOA existe
um grupo de células que expressam a enzima aromatase (FOIDART ET AL., 1995), que
catalisa a transformacao da testosterona em estradiol, um passo critico na ativagao do
comportamento masculino (BALTHAZART & BALL, 1998b).

A MPOA recebe descargas de varias areas dopaminérgicas e adrenérgicas
(BALTHAZART& ABSIL, 1997), além da presenga de fibras contendo tirosina
hidroxilase estarem em intima associagdo com as células que contém a aromatase
(BALTHAZART & BALL, 1998a) sugerindo interagdes funcionais.

Estudos in vitro indicam que a dopamina pode afetar rapidamente a atividade da
aromatase na POA (BALTHAZART, 2002). Por isto, existe a hipotese de que a
dopamina afeta o comportamento sexual masculino, em parte, através do controle da
atividade da aromatase (ABSIL ET AL., 2001).

Foi demonstrado que a dopamina atua sobre a atividade elétrica da maioria dos
neurénios da POA. A dopamina hiperpolariza a maioria destes neurdnios. Experimentos
farmacolégicos suprem a evidéncia de que estes efeitos ndo sdo mediados pela
interacdo da dopamina com receptores dopaminérgicos e sim pela ativacdo de
receptores noradrenérgicos oy (inibicdo) ou a4 (excitagdo) (CORNIL ET AL., 2002).
Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores que indicam que os efeitos
centrais da dopamina sao parcialmente mediados pelos receptores noradrenérgicos
(MALENKA & NICOLL, 1986).

O fato de existir uma alta densidade de receptores a, na MPOA de certos
animais pode ajudar a explicar como a dopamina afeta o comportamento sexual
masculino mesmo existindo baixa quantidade de receptores dopaminérgicos na POA

(CORNIL ET AL., 2002). E sugerido também que, em desordens como a esquizofrenia,



pode ocorrer uma estimulacdo excessiva dos receptores noradrenérgicos pela
dopamina (MEYER-LINDENBERG ET AL., 2002).

Existem varios fatores que convergem para evidéncia indicativa de que uma
porcdo substancial dos efeitos da dopamina na POA (especialmente os inibitorios) é
mediada pela ativagdo de receptores noradrenérgicos o € um deles € o fato de que a
excitagao/inibicdo induzida pela dopamina nao € bloqueada por antagonistas seletivos
dos receptores dopaminérgicos porém € suprimida por antagonistas seletivos dos
receptores a e além disso os inibidores da dopamina-p-hidroxilase nédo bloqueiam os
efeitos da dopamina, indicando interagcdo com os receptores noradrenérgicos. Em
conjunto, estes dados sugerem que uma porcentagem significativa dos efeitos da
dopamina na MPOA é mediada pela interagcdo com receptores noradrenérgicos o
(CORNIL ET AL., 2002). Porém estes dados ndo excluem as agdes dopaminérgicas
mediadas pelos receptores dopaminérgicos (MARKOWSKI ET AL., 1994).

Tabela 3. Neurotransmissores, neuropeptideos e outros agentes que atual localmente

nos tecidos eréteis.

Composto Efeito

Corpo cavernoso Vasculatura peniana
NA Contracao Contracao
Ach Relaxamento?® Relaxamento?®
NO Relaxamento Relaxamento
VIP Relaxamento Relaxamento
NPY ND Contracao
Endotelinas Contracao Contracao
PGE,;, PGF,,, PGD, PGly, Contracao ND
TXA2
PGE/ Relaxamento ND
Inibidores da PDEs5 Relaxamento Sem efeito
Ativadores da guanilato Relaxamento Relaxamento

ciclase soluvel

2 O efeito relaxante da Ach nestes tecidos € indireto, isto €, mediado pela liberagdo de
NO das células endoteliais. Na verdade, a Ach usualmente contrai todas as fibras
musculares lisas estudadas através da ativacdo dos receptores muscarinicos.
(ARGIOLAS & MELIS, 2005)



A relativa similaridade estrutural entre a NA e a dopamina poderia explicar a
ligacdo das duas aminas aos dois tipos de receptores, pois se sabe que,
perifericamente, o aumento das concentracbes plasmaticas de dopamina ativa os
receptores D1, B1 e at/az (OOl & COLUCCI, 2001). No entanto, 0 mecanismo pelo qual

ocorre esta interacdo ainda nao esta definido.

Peptideo vasoativo intestinal (VIP)

Entre os peptideos encontrados nos tecidos penianos, o VIP é certamente um
dos quais esta envolvido no mecanismo da eregdao (ARGIOLAS, 1995). O VIP esta
localizado nas fibras neuronais do corpo cavernoso, nas paredes das artérias penianas
e veias circunflexas (ANDERSSON ET AL., 1983). Este peptideo promove
vasodilatagdo de todos os leitos vasculares, incluindo artérias e veias penianas, e

relaxamento do musculo liso, incluindo o corpo cavernoso (HELM ET AL., 1981).

No tecido cavernoso humano, o VIP é liberado pela estimulagcdo do plexo
pélvico (FAHRENKRUG & OTTESEN, 1982) e durante a eregédo peniana induzida por
estimulo visual ou por drogas administradas intracavernosamente (VIRAG ET AL.,
1982), porém quando injetado no corpo cavernoso induz a tumescéncia, mas nao a
erecao completa (KIELY ET AL., 1989).

Contudo a eregao completa pode ser induzida pelo VIP quando injetado no corpo
cavernoso juntamente com Ach (TAKAHASHI ET AL., 1992). Também ja foi
demonstrado que as concentragdes de VIP sdo menores nos homens que apresentam
impoténcia (GU ET AL., 1984). No entanto, ndo existem evidéncias de que a baixa

concentragéo de VIP seja responsavel pela DE.

Peptideo histidina-isoleucina (PHI) e Peptideo histidina-metionina (PHM)

PHI e PHM sdo dois peptideos biologicamente ativos. Os dois sé&o

estruturalmente relacionados a familia da secretina e glucagon (TATEMOTO & MUTT,



1981). Ambos os peptideos possuem varias propriedades bioldégicas que sé&o
indistinguiveis daquelas do VIP, possivelmente porque existem 50% de homologia
estrutural. No tecido peniano, PHI é encontrado nos mesmos neurdnios pélvicos que
contém VIP (YANGOU ET AL., 1985). PHI e PHM induzem efeitos indistinguiveis dos
induzidos pelo VIP quando utilizados sozinhos (KIRKEBY ET AL., 1992a) ou quando
combinados com VIP (KIRKEBY ET AL., 1992b).

Neuropeptideo Y (NPY)

O NPY, assim como o VIP, pode ser encontrado no aparelho genital masculino e
feminino de varias espécies animais (STIEF ET AL., 1991), incluindo o tecido peniano
(KIRKEBY ET AL., 1991). Assim como o VIP coexiste com a Ach em alguns neurdnios
colinérgicos (HOKFELT ET AL., 1987), o NPY coexiste com a NA nos neurbnios
adrenérgicos, incluindo os do corpo cavernoso (YAJIMA ET AL., 1992), sugerindo um
papel modulatério deste peptideo sobre a transmissao noradrenérgica. O NPY é um
potente vasoconstritor (LUNDBERG & TATEMOTO, 1982b), mas também pode inibir a
liberagdo de NA atuando pré-sinapticamente (LUNDBERG & TATEMOTO, 1982a).
Acredita-se que isso ocorra também nos neurdnios simpaticos que inervam a genitalia
feminina e masculina, incluindo aqueles que inervam o corpo cavernoso, artérias e
veias (ARGIOLAS & MELIS, 1995).

Endotelinas

As endotelinas sdo uma familia de peptideos que possuem potente efeito
vasoconstritor (YANAGISAWA ET AL., 1988). Como esta bem estabelecido que a
liberacdo de NA mantém o musculo liso cavernoso contraido, passou-se a investigar o
papel das endotelinas na modulagdo do tbnus noradrenérgico, uma vez que esses
peptideos estdo distribuidos pelo endotélio e possuem potente efeito vasoconstrior
(ARGIOLAS & MELIS, 1995). Ja foi demonstrado que as endotelinas contraem o corpo
cavernoso humano, as artérias cavernosas penianas e a veia dorsal profunda e que
este efeito foi prevenido pela Ach, VIP e doadores de NO (HOLMQUIST ET AL., 1990,



1992; SAENZ DE TEJADA ET AL., 1991). Estes resultados, in vitro, sugerem que as

endotelinas podem exercer um papel no controle da erecéo peniana.

Outros peptideos

Numerosos outros peptideos foram identificados no tecido peniano (ARGIOLAS
& MELIS, 1995). Dentre eles a substancia P (ANDERSSON ET AL., 1983), peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (ALARANTA ET AL., 1991), encefalinas
(ALM ET AL., 1981) e galanina (BAUER ET AL., 1986). A substancia P relaxa o corpo
cavernoso pré-contraido com NA (ANDERSSON ET AL., 1983) e este efeito é
prevenido por inibidores da NOS (AZADZOI ET AL., 1992). Os outros peptideos
mencionados estdo presentes em baixas quantidades e exercem efeito modesto nos
tecidos penianos, apesar de serem bastante importantes em outros tecidos (ARGIOLAS
& MELIS, 1995).
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1.2. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DISFUNGAO ERETIL

A utilizacdo de medicagdo oral para o tratamento da DE é um método
relativamente novo (THOMAS, 2002). Até pouco mais de 10 anos, a disponibilidade de
agentes orais seguros e eficazes era praticamente imprevisivel (MORALES ET AL.,
1998). Hoje esta terapia esta largamente disponivel e novos produtos estdo nas fases
finais de avaliagdo pré-venda. Inicialmente as drogas orais eram utilizadas
empiricamente e a sua efetividade era limitada. Recentemente, através de descobertas
fundamentais na fisiologia e farmacologia basica, pbde-se estabelecer o
desenvolvimento de compostos seguros e uteis. Enquanto até o inicio dos anos 90 a
testosterona poderia ser considerada a unica droga com eficacia oral, no presente, os
agentes orais sao utilizados com sucesso. Apesar disto, sabe-se que a medicacgéo oral
nunca sera efetiva em todos os casos onde os mecanismos fisioldgicos da eregao

peniana estao intactos ou moderadamente afetados por elementos locais ou sistémicos.

Androgénios

Historicamente, os androgénios eram utilizados para melhorar a fungao sexual.
Hoje, existem tratamentos mais eficazes disponiveis e a terapia com a testosterona
deve ser desencorajada nos homens cuja DE ndo esta associada ao hipogonadismo
(LUE, 2000). Um estudo com 12 homens com fun¢cdo gonadal normal e que
apresentavam DE, mostrou que a terapia androgénia parecia ativar o comportamento
sexual sem melhorar a capacidade de erecdo, e nao apresentava efeito no humor e
sintomas psicoldgicos (SCHIAVI ET AL., 1997).

Em homens com hipogonadismo, as preparacgdes orais de testosterona sao
menos eficazes do que as formulagdes intramusculares e intradérmica (MORALES ET
AL., 1994) e pode ocorrer hepatotoxicidade (causando colestase, hepatite e tumores
benignos ou malignos). Atualmente existem duas preparagbes transdérmicas
disponiveis. A aplicagdo diaria aumenta as concentragdes séricas de testosterona em

mais de 90% dos homens. Os efeitos adversos mais comuns sao irritagdo da pele e



dermatite de contato. Como a testosterona estimula o crescimento da préstata, a terapia
androgénica € contra-indicada em homens com cancer de prostata ou obstrugdo da

bexiga causada pela hipertrofia prostatica (LUE, 2000).

Inibidores das fosfodiesterases

Os inibidores seletivos das fosfodiesterases (PDEs) ganharam notoriedade no
tratamento da DE e sdo um importante marco da farmacologia contemporanea (STIEF
ET AL., 2005). Os nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc sao sintetizados a partir dos
seus nucelosidios trifosfatos especificos pela adenilil ciclase e guanilil ciclase e sao

degradados pelas fosfodiesterases, um grupo heterogéneo de enzimas hidroliticas.

O papel central das PDEs na regulagao de tdbnus do musculo liso faz com que os
inibidores das PDEs sejam um alvo atraente para o desenvolvimento de drogas. Como
a distribuicdo e significancia funcional das PDEs variam de acordo com o tecido,
inibidores seletivos das isoenzimas podem exercer efeitos parcialmente especificos em
tecido alvo. Atualmente, os inibidores das PDEs estdo sendo investigados para o uso
clinico como vasodilatadores inotropicos, antiinflamatérios, antitrombdticos e
antidepressivos (HALL, 1993; ROTELLA, 2002). Até o momento foram identificadas 11
familias de isoenzimas: PDE; (estimulada pelo Ca*?/calmodulina), PDE, (estimulada
pelo GMPc); PDEj3 (inibida pelo GMPc); PDE,4 (especifica para AMPc), PDEs5 (especifica
para GMPc, Figura 5); PDEs (especifica para o GMPc nos cones e bastonetes de
mamiferos); PDE7 s (especificas para AMPc), PDEq (especificas para GMPc) e PDE 1 11
(AMPc/GMPc) (CONTI & JIN, 1999; SODERLING & BEAVO, 2000).

Mais recentemente, estudos com RNAm detectaram a presenca de 14 diferentes

isoenzimas no tecido cavernoso humano (KUTHE ET AL., 2001):

o PDE1A‘1b‘1C, PDEZA e PDE10A — hidrolisam AMPc e GMPC;
e PDE3a, PDE4a.p, PDE7A € PDEga — especificas para AMPc;
e PDEsa e PDEgp — especificas para GMPc.



Estudos, in vitro, concluiram que o tonus do musculo liso cavernoso € regulado
principalmente pelo GMPc e que a PDEs é a isoenzima predominante (BALLARD ET
AL., 1998).
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Figura 5. Mecanismo de agao dos inibidores da PDEs.

O sildenafil (Viagra®, Figura 6) foi introduzido no mercado farmacéutico norte-
americano em 1998 e revolucionou 0 manejo farmacolégico da DE. A eficacia desta
droga foi avaliada em varios estudos randomizados e controlados por placebo
envolvendo mais de 3000 homens com diferentes causas de impoténcia: psicogénica,
nao identificada, bem como pacientes com diabetes e historia de lesdo medular e
cirurgia pélvica. Em todos os estudos, os homens que receberam o citrato de sildenafil
relataram uma maior ocorréncia de eregdes suficientes para manter uma relagdo sexual

satisfatoria em relagdo aos grupos que receberam placebo (STIEF ET AL., 2005).

A dose oral recomendada € 50-100 mg aproximadamente 1 hora antes do ato
sexual. O sildenafil € absorvido rapidamente e as concentragcdes plasmaticas maximas

ocorrem em torno de 60 minutos apés uma unica dose. A sua meia-vida na circulagao é



de 4 horas. Os efeitos adversos mais comuns sao cefaléia (18%), rubor (11%),
dispepsia (7%), congestdo nasal (5%) e disturbios visuais (2%) (SALYER, 2004). Estes
efeitos ocorrem porque a PDEs nao esta presente somente no corpo cavernoso mas
também em outros tecidos como leito vascular e trato gastrintestinal (KUTHE ET AL.,
2000). Como o sildenafil aumenta os niveis de GMPc, o produto subsequiente da
estimulagéo da via NO-guanilato ciclase, o seu uso é contra-indicado para pacientes
que apresentem DE utilizando nitratos, pois o efeito vasodilatador pode ser

potencializado, causando hipotensédo grave (STIEF ET AL., 2005).

Foram relatados mais de 500 o6bitos relacionados ao sildenafil, perfazendo uma
taxa de 50 mortes para cada um milhdo de prescricdes (MITKA, 2000). O sildenafil
possui efeito vasodilatador direto nas artérias coronarias normais e efeitos cardiacos
diretos similares aos agentes antiarritmicos classe Ill (GEELEN ET AL., 2000;
ISHIKURA ET AL., 2000).

O vardenafil (Figura 6) € outro inibidor da PDEs, comercialmente chamado de
Levitra®, sendo dez vezes mais potente do que o sildenafil (SAENZ DE TEJADA ET
AL., 2001). O vardenafil é utilizado em doses unicas de 10 ou 20 mg, apresentando
concentragdo plasmatica maxima em 0,7 horas e 50% dos pacientes apresentam
erecao 30 minutos apos a ingestdao (STIEF ET AL., 2005). Esta droga possui
farmacocinética e efeitos adversos similares ao sildenafii (YOUNG ET AL., 2001;
BISCHOFF ET AL., 2002). Os testes de seguranga mostram que o vardenafil ndo afeta
a habilidade dos pacientes com doencga coronaria e a combinagdo com nitroglicerina
mostra alteragdes minimas na frequéncia cardiaca e pressao arterial (MAZZU ET AL.,
2001; THADANI & MAZZU, 2002).

A tadalafila (Cialis®, Figura 6) é outro inibidor seletivo da PDEs recentemente
introduzido no mercado. A sua estrutura quimica é diferente do sildenafil e mostra
pouca atividade contra as outras PDE (EARDLY & CARTLEDGE, 2002). Os estudos

clinicos mostram que os pacientes apresentam ere¢des 20 minutos apds uma unica



dose oral de 20 mg e 60% ainda apresentavam efeitos 36 horas apds a ingestao
(PORST ET AL., 2003).

De forma similar ao vardenafil, fatores como a ingestao de alcool ou alimento nao
possui efeitos relevantes sobre a farmacocinética da droga. Os efeitos adversos sao
similares aos dos sildenfial e vardenafil, no entanto os pacientes ndo apresentam rubor
(GIUILIANO & VARANESE, 2002). Os estudos para avaliar a interacéo entre a tadalafila
e os nitratos orgéanicos encontraram efeitos sinérgicos modestos (EMMICK ET AL.,
2002). Mas assim como o sildenafil e o vardenalfil, a tadalafila ndo deve ser utilizada
com nitratos (STIEF ET AL., 2005).

Sildenafil Vardenafil

Tadalafila

Figura 6. Inibidores da PDEs



Hoje ja se sabe que os inibidores da PDEs possuem eficacia reduzida no
tratamento da DE com condi¢cdes onde exista auséncia de NO enddgeno (como por
exemplo, no diabetes), por isso estdo sendo desenvolvidos inibidores de PDEs
liberadores de NO (KALSI ET AL., 2004).

Antagonistas dos receptores noradrenérqgicos

A noradrenalina (NA) é um importante regulador da fungdo sexual em geral e de
forma particular do comportamento copulatério (RODRIGUEZ-MANZO & FERNANDEZ-
GUASTI, 1994). Existem fortes evidéncias de que a inibicdo central dos receptores oy
noradrenérgicos facilita a fungcdo sexual (GIULIANO & RAMPIN, 2000). Por estas
razdes, compostos com atividade noradrenérgica tém sido investigados para serem
utilizados no tratamento da DE (BANCROFT, 2000).

- loimbina

A ioimbina (YOH) é um alcaldide inddlico (Figura 7) encontrado numa grande
variedade de fontes botanicas como a raiz da Rauwolfia e é o principal alcalbide
extraido do caule da Pausinystalia yohimbe (TAM ET AL., 2001). Também ¢
denominada quebrachina, afrodina, corinina e hidroaerogotocina além de ser um
potente antagonista seletivo dos receptores adrenérgicos o, (GOLDBERG &
ROBERTSON, 1983).

O uso predominante da YOH tem sido como ferramenta farmacoldgica em
estudos envolvendo os receptores noradrenérgicos op na regulacdo da fungao
autonémica e para o tratamento da impoténcia masculina (TAM ET AL., 2001). Estudos
em animais mostraram que YOH diminui a laténcia de intromissdo, monta e ejaculagao
(SMITH ET AL., 1978a); aumenta a frequéncia de ereg¢ao peniana (SMITH ET AL.,
1978b) e a motivagdo sexual e induz o comportamento copulatério em ratos
sexualmente inativos (CLARK, 1984).



O mecanismo pelo qual YOH poderia melhorar a fungdo sexual ainda nao esta
completamente entendido (TAM ET AL., 2001). Postula-se que a ativagdo dos
receptores noradrenérgicos o, localizados no SNC resulta em inibicdo do ténus
simpatico e diminuicdo da pressdo sanguinea. Ao contrario, a inibicdo dos receptores
noradrenérgicos oy pela YOH resulta no aumento do tonus simpatico e da pressao

sanguinea.

Estd bem documentado que a resposta erétil € comandada pelo sistema nao
adrenérgico nao colinérgico (NANC) no corpo cavernoso e que o grau de eregcao ou de
detumescéncia é determinado pelo equilibrio entre o a liberagcdo do NO a partir de
neurénios NANC e o efeito contrario pelos neurbnios simpaticos noradrenérgicos
(TRAISH ET AL., 1999).

CH,O  OH

Figura 7. loimbina.

O estado flacido do pénis humano € mantido primariamente pela agédo da NA nos
receptores noradrenérgicos aa € ap localizados no corpo cavernoso (TRAISH ET AL.,
1994; DAUSSE ET AL., 1998), apesar de que o papel de uma pequena populagédo de
a1g N&o0 pode ser completamente esquecido (TAM ET AL., 2001). Contudo, a eregéo
peniana € um evento hemodinamico complexo que envolve o delicado equilibrio entre o

musculo liso constritor do corpo cavernoso e os mediadores relaxantes controlados pelo



sistema nervoso central e periférico. Uma complexa interagdo entre os mecanismos
noradrenérgicos, colinérgicos e NANC esta envolvida na eregao peniana. A expressao
dos receptores noradrenérgicos opa, Oz € ac NO corpo cavernoso humano e de
receptores apa € ac em células de musculo liso trabecular foi demonstrada por Traish
et al. (1997).

A funcéo fisiolégica dos receptores noradrenérgicos o, pos-sinapticos nos corpos
cavernosos de humanos e coelhos foi caracterizada in vitro pela resposta
concentracao-dependente ao agonista oy, seletivo UK14304, sua atenuacgao pela YOH
(GUPTA ET AL., 1998; SAENZ DE TEJADA ET AL., 1999) e pela YOH antagonisar a
contracdo concentracdo-dependente do corpo cavernoso humano induzida pela NA
(STEERS ET AL., 1984). Pelo menos em parte, 0 mecanismo de erecao induzida pela
YOH inclui o antagonismo dos receptores noradrenérgicos o, pré- e poés-sinapticos
(TAM ET AL., 2001).

O bloqueio dos receptores oy pré-sinapticos pela YOH ativa os neurdnios
noradrenérgicos e estes liberam NA, esta NA liberada pode ativar os receptores a no
endotélio e mediar a liberagdo de NO e prostandides. O NO e prostandides liberados
elevariam as concentracbes de GMPc e AMPc, respectivamente, o que resultaria no

relaxamento do musculo liso peniano (Figura 8).

Simonsen et al. (1997) demonstraram que a estimulagéo dos receptores oy, pré-
sinapticos inibe a liberagdo de um neurotransmissor NANC, o NO, em artérias de
resisténcia penianas de cavalos. O bloqueio destes receptores a, pré-sinapticos pela
YOH aumentaria a liberagdo de NO havendo entdo um estimulo da atividade da
guanilato ciclase e consequente aumento dos niveis de GMPc, levando ao relaxamento
do musculo liso do corpo cavernoso. Um estudo de Saénz de Tejada et al. (1999)
sugere que a estimulagdo da via NO concomitante ao bloqueio dos receptores o, pela
YOH, através da introdugcdo de um grupo doador de NO em um novo analogo da YOH,
produziria um efeito sinérgico de relaxamento do corpo cavernoso de coelho in vitro e

aumento da erecao peniana in vivo.
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Figura 8. Regulacdo do tonus muscular cavernoso e mecanismo de agdo da YOH na regulagcéo deste
ténus. AC, adenilato ciclase; Ach, acetilcolina; Ac. Arac, acido aracdbnico; GC, guanilato ciclase; IP3,
trifosfato de inositol; L - Arg, L — Arginina; PDE, fosfodiesterases; PGEg,, prostaglandina E,; PGEg,
receptor para prostaglandina E; PLC, fosfolipase C; VIP, peptidio vasoativo intestinal; VIPg, receptor para
VIP. Modificada de Tam et al. (2001).



- Fentolamina

A fentolamina (Figura 9) é um antagonista competitivo, ndo seletivo, com eficacia
quase igual sobre os receptores adrenérgicos a4 e a. Bloqueia, embora com menor
eficiéncia, os receptores 5-HT e ainda libera histamina de mastécitos (ANDERSON E
STIEF, 2001).
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Figura 9. Fentolamina.

Esta droga causa relaxamento da musculatura lisa por outras vias que nao
somente o bloqueio alfa. Devido sua atividade simpatica produz arritmias cardiacas
mediada por barorreceptores e, estimulo a secrecdo lacrimal, salivar e do trato
respiratorio. Tem um notavel efeito sobre o conteudo gastrico e pancreatico,

provavelmente agindo nos receptores muscarinicos colinérgicos (DOLLERY, 1999).

Foi relatado que a fentolamina oral melhora a fungédo erétil (GWINUP, 1988;
ZORGNIOTTI, 1994). Um estudo clinico com 459 homens portadores de DE leve a
moderada, houve melhora em 37 % dos pacientes (GOLDSTEIN, 1998). Os efeitos
colaterais incluem cefaléia, rubor facial e congestdo nasal. A fentolamina oral nao é
aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), apesar de estar disponivel em
varios paises da América do Sul (LUE, 2000).



Alcaldides

As plantas, através do seu metabolismo primario e secundario, produzem uma
grande variedade de compostos organicos e estes podem ser classificados em cinco
grandes grupos: carboidratos, lipidios, alcalbides, fendlicos e terpendides (STECHER
ET AL., 2003). A familia dos alcaldides é geralmente caracterizada pela presenca de
um nitrogénio (N) ligado a um grupo heterociclico com reatividade basica e efeitos
fisiologicos em homens e animais (STECHER ET AL., 2003). Contudo, existem
alcaldides de carater acido, como a colchicina (GRAENING & SCHMALZ, 2004).

- Apomorfina

A apomorfina (Figura 10)) € um derivado sintético obtido pelo tratamento da
morfina com acido cloridrico concentrado (NEVES & RATES, 2004) e apresenta
similaridades estruturais com a dopamina. De acordo com Heaton (2000), pode ser

classificada como um agente de acgao central iniciador da eregéo.

Em estudos clinicos, a administragdo subcutédnea de apomorfina (0,25 — 1,0 g)
mostrou-se efetiva na inducao de erecdes. Porém, diversos relatos de nauseas graves
ocorreram demonstrando uma relacado efeito adverso/beneficio inaceitavel. Este fato
levou ao desenvolvimento de uma forma de administragdo sublingual (SL) para a
apomorfina, que resultou na absorcao rapida e eficiente da mesma, com um tempo de
meia-vida plasmatica de 2 a 3 horas, além de apresentar a vantagem, frente a formas
orais de administracdo, de ser inalterada pela ingestdo de alimentos (ANDERSSON,
2001; COHAN & KORENMAN, 2001; NEVES & RATES, 2004; STIEF, 2003).

Dados farmacocinéticos a respeito da apomorfina sdo escassos. Sabe-se que é
muito pouco absorvida por via gastrintestinal e rapidamente eliminada do organismo,
devido a seu elevado volume de distribuicdo e rapida biotransformagdo (THOMAS,
2002). Porém, quando administrada na forma sublingual, a apomorfina ndo sofre efeito
de primeira passagem, atingindo rapidamente os niveis plasmaticos necessarios ao
efeito terapéutico (NEVES & RATES, 2004).
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Figura 10. Apomorfina.

Outros estudos clinicos demonstraram o efeito pro-erétil do tratamento com
apomorfina SL em homens normais, impotentes e alcodlatras, confirmando sua eficacia
no tratamento da DE. O farmaco pode ser utilizado em pacientes com hiperplasia

prostatica benigna, doenga arterial coronariana e hipertensao (THOMAS, 2002).

A apomorfina ndo possui propriedades analgésicas apesar de sua similaridade
estrutural com a morfina e nem capacidade de induzir dependéncia. Em conjunto, estes
dados apontam para a apomorfina SL como alternativa eficaz e segura para o
tratamento de diversos casos de DE (NEVES & RATES, 2004).

- Berberina e Papaverina

A berberina (Figura 11.A.) € um alcaldide largamente distribuido na natureza e
ocorre em plantas do género Berberis como na Berberis aristata e Berberis vulgaris
(CICERO ET AL., 2001). Os estudos mostram que a berberina possui efeito relaxante
no corpo cavernoso de coelho (CHIOU ET AL., 1998). Os autores deste estudo
acreditam que a berberina possui potencial para ser utilizada como droga na terapia
intracavernosa. A papaverina (Figura 11.B.) € um inibidor ndo especifico de
fosfodiesterases que aumenta os niveis de AMPc e GMPc no tecido peniano (JEREMY

ET AL., 1997). A combinagao de dois produtos naturais obtidos da Papaver somniferum



e da vesicula seminal de carneiros tem sido apontada como um potencial contra a DE
(ZAHER, 1998). Estudos clinicos com homens portadores de DE indicam que a
papaverina combinada a prostaglandina E1 (PGE;) é mais efetiva do que a PGE;
sozinha (DREWES ET AL., 2003). A papaverina é altamente eficaz em homens que
apresentam DE psicogénica e neurogénica e € menos eficaz na DE vasculogénica
(LUE, 2000). O principal efeito colateral é o priaprismo, fibrose local e aumento
ocasional da aminotransferases séricas (ANDERSSON, 2001).

0™\

0
0 H,c” =i

H,C.. =k
A o B

| = 2 0
A NS ‘
H ED/Y\? "““-H.-ff 0

ocH, © CH,

Fiqura 11. A. Berberina. B. Papaverina.

Outros produtos de origem natural

A introducdo da “droga do amor”, Viagra®, ndo somente estimulou a imaginacéo
da populagdo como também a reutilizagdo da “antigos” produtos naturais como agentes
para combater a DE e a procura de um novo produto natural que possa competir com o
sildenafil (DREWES ET AL., 2003). Existem “candidatos” promissores, mas ainda sao
necessarios estudos que desvendem os mecanismos de acao, efeitos colaterais e a

toxicidade.

- Ginkgo biloba

As pesquisas recentes sugerem que o Ginkgo biloba pode ser utilizado para
melhorar a DE induzida por antidepressivos (McKAY, 2004). A nog¢ao de que o Ginkgo
poderia ter beneficios na DE iniciou com o fato de que pacientes geriatricos, utilizando

Ginkgo para melhorar a memodéria, estavam apresentando uma melhora na performance



erétil. A disfungado sexual nestes pacientes foi caracterizada como sendo secundaria a
medicagdo antidepressiva. Um estudo mostrou que o Ginkgo apresentou 76 % de
eficacia no alivio dos sintomas em todas as fases da resposta sexual em homens,

incluindo na funcéo erétil.

- Cordyceps sinensis

O Cordyceps sinensis € um fungo utilizado ha muitos anos na medicina para
tratar muitas patologias e promover a longevidade na sociedade chinesa (ZHU ET AL.,
1998b). Além de outras atividades farmacolégicas (HUANG ET AL., 2004), foram
relatados melhoramento da libido, da performance sexual e o restabelecimento das
funcdes reprodutivas deficientes, como a impoténcia e a infertilidade, em ambos os
sexos (ZHU ET AL., 1998a)

- Lepidium meyenii

A Lepidium mewenii Walpers, conhecida na América do Sul como “maca”, € uma
planta andina encontrada somente em uma area extremamente restrita da regido
central do Peru, mas pode ser cultivada em outras regides (CICERO ET AL., 2001). A
comunidade rural possui plena convicgdo de que a ingestdo da maca permite a
gravidez em pessoas inférteis (QUIROS ET AL., 1996). Tradicionalmente tem sido
utilizada para aumentar a energia, melhora fungdes mentais, afrodisiaco para homens e
mulheres, irregularidades menstruais e regulacdo hormonal na menopausa e sindrome
da fadiga crénica (CICERO ET AL., 2001). A maca também tem sido utilizada por
atletas que acreditam que esta planta € um alternativa aos esterdides anabolizantes
(GRUNEWALD & BAILEY, 1993).

- Panax ginseng

O ginseng é uma das mais famosas plantas chinesas, utilizada ha centenas de

anos como afrodisiaco (TODA ET AL., 2005). Algumas evidéncias quimicas dao suporte



a acao estimulante do extrato do Panax ginseng, mas o FDA nao encontrou provas de
que a ingestdo deste extrato melhoraria a performance sexual (CHOUDHARY & UR-
RAHMAN, 1997). Estudos com o ginseng vermelho coreano (CHOI ET AL., 1995) estao

de acordo com as conclusdes do FDA.

- Eurycoma longifolia

Esta planta nativa da Malasia (ANG & SIM, 1998) é utilizada ha anos como
antimalarica, citotdxica, anti-ulcerogénica e anti-pirética. Recentemente tem sido
apresentada a populacdo como alternativa para melhorar a virilidade (DREWES ET AL.,
2003). Por esta razdo varios grupos de pesquisa estudam a planta para avaliar esta
propriedade (ANG & SIM, 1998).

- Catuama

A combinagao de ervas, coletivamente chamada no Brasil de “catuama”, consiste
de quatro plantas: Paullinia cupana, Trichilia catigua, Zingiber officinalis e
Ptychopetalum olacoides. Individualmente, estas plantas tém sido utilizadas por séculos
para uma variedade de propésitos (analgésico, antibacteriano, cardioténico, purgativo e
vasodilatador). Contudo, € a combinagdo das quatro espécies que mais recentemente
tem sido promovida como afrodisiaco (DREWES ET AL., 2003).

Os resultados de Antunes et al. (2001) em corpo cavenoso de coelhos indicam
que a catuama promove relaxamento. As plantas foram avaliadas individualmente e a
Paullinia cupana (guarana) mostrou a maior efetividade no relaxamento do musculo

liso.

Duas espécies relacionadas ao Ptychopetalum, o e Ptychopetalum olacoides e o
e Ptychopetalum uncinatum formam o produto medicinal conhecido no Brasil como
‘muira puma”. Existe uma variedade de usos tradicionais incluindo o tratamento da

disfungao sexual. Estudos clinicos conduzidos por um grupo francés (WAYNBERG,



1990) mostrou que o produto promoveu um melhoramento da libido e foi eficaz no

tratamento da DE.

- Forskolina

A fonte do diterpeno forskolina (Figura 12) é a planta indiana Coleus foskohlii
(DREWES ET AL., 2003). Possui origem relativamente recente (1977) e apresenta
propriedades vasodilatadora e cardioestimulante. Em funcdo dos efeitos dependentes
do AMPc, foi encontrado o seu uso para o tratamento da cardiomiopatia congestiva,

glaucoma e asma.

A forskolina também foi investigada como um agente vasoativo intracavernoso
(MULHALL ET AL., 1997). Testes in vitro mostraram que a forskolina causa
relaxamento dose-dependente. A investigacéo clinica em 31 pacientes com impoténcia
vasculogénica ndo mostrou efeitos adversos e 61% destes pacientes relataram
aumento da rigidez e/ou prolongamento da ereg¢do usando a combinagao de forskolina,

papaverina, fentolamina e PGE;.
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Figura 12. Foskolina.



1.3. O GENERO ASPIDOSPERMA

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae com cerca de 57
espécies de distribuicao neotropical (MARCONDES-FERREIRA & KINOSHITA, 1996;
BOLZANI ET AL., 1987), cujas espécies apresentam importancia como fornecedoras de
madeira nobre e como detentoras de alcaléides (GOMES & CAVALCANTI, 2001),
principalmente do tipo indélico (JACOME ET AL., 2003).

Os alcaldides isolados das varias espécies de Aspidosperma (Figura 13) tém
sido estudados em varios modelos, in vitro e em in vivo. Recentemente Ferreira et al.
(2004) mostraram que o extrato alcaloidico isolado da casca do caule de Aspidosperma
ramiflorum (Guatambu) possui eficacia contra as formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis. Esta mesma espécie também ja foi estudada
quanto ao seu efeito antimicrobiano contra bactérias Gram positivas e negativas
(OLIVEIRA, 1999).

Figura 13. Estrutura quimica dos alcaldides de Aspidosperma (MITAINE-OFFER
ET AL., 2002).
O extrato de Aspidosperma pyrifolium foi descrito como moluscicida (SANTOS,
2004) e o extrato hidroalcodlico de Aspidosperma subcanum como antiinflamatério e
antinociceptivo (SANTOS ET AL., 2004a; 2004b).

O caule da espécie Aspidosperma quebracho blanco tem sido utilizado durante
séculos na América do Sul para tratar a disfungao erétil e com esta indicagao ele foi

introduzido na Europa no século XIX (GUIRGUIS, 1998). Em muitos paises, incluindo



Alemanha, extratos de caule de Aspidosperma estdo disponiveis como droga de
prescricao (SPERLING ET AL., 2002). Este uso disseminado & contrastante com o
pequeno numero de estudos publicados em relagdo ao uso de extratos de
Aspidosperma para o tratamento da DE (THERHAG, 1991; BAUMBUSCH ET AL,
1995; SPERLING ET AL., 1999, 2002).

O mais recente destes estudos (SPERLING ET AL., 2002) mostrou que o extrato
do caule Aspidosperma quebracho blanco possui efeito pré-eréti mediado pelos

receptores o e que este efeito pode estar relacionado a presenca de YOH no extrato.

Um artigo publicado por Baumbusch et al. (1995) analisou um estudo clinico
utilizando a formulagdo farmacéutica Afrodor 2000° composta de acecarbromal
(sedativo), extrato alcodlico de Aspidosperma quebracho blanco e tocoferol. O autor
relata que nos 35 pacientes analisados houve aumento da libido em 18 casos,
prolongamento da ere¢do em 12, aumento da rigidez em outros 12, facilidade na
obtengcdo do orgasmo em 10 pacientes. Estes pacientes ndo apresentaram efeitos
colaterais. Mais uma vez o efeito foi relacionado ao conteudo de YOH (em torno de
16%).

1.3.1. Aspidosperma ulei Markgr.

A pesquisa bibliografica revelou a presengca de um unico estudo
farmacolégico publicado em 1954 por Banerjee e Lewis. Neste artigo, o autor
utilizou uma solugcdao de alcalbides extraidos do caule de Aspidosperma ulei

(Figura 14) e os resultados encontrados foram os seguintes:

1. Antagonismo do efeito espasmogénico da acetilcolina no ileo e utero de ratas
e cobaias e no duodeno de coelhos e do efeito espasmogénico da histamina

no ileo e utero de ratas e cobaias;

2. Antagonismo do efeito espasmogénico do cloreto de bario no ileo de ratos,

coelhos e cobaias e no Utero de ratas e coabais;



3. Antagonismo do efeito espasmogénico da adrenalina no utero de coelhas;

4. Diminuicdo dos batimentos cardiacos em coracdo isolado de coelho e

vasoconstricdo em ratos;

5. Efeito estimulante central:
- Aumento da temperatura retal em camundongos
- Convulsdes ténicas seguidas de morte em camundongos
- “Scratching” das patas traseiras, salivacdo e lacrimejamento em
coelhos

6. Nao foi detectada atividade contra Plasmodium berghei in vivo;

7. Mostraram atividade amebicida in vitro

Outros dois trabalhos de Schmutz et al. (1957) e Lehner e Schmutz (1961),
utilizando a casca da raiz de Aspidosperma ulei mostraram a presencga dos alcaldides
uleina, 1,2-dihidro-olivacina e 1,2-dihidro-elipticina. A uleina tem atividade
tripanomiscida (ABREU E SILVA ET AL., 2002) e interfere na contratilidade da
musculatura lisa vascular e ndo vascular e na contracao induzida pelo calcio em utero e
em aorta, aparentemente por uma acao direta sobre os canais de calcio (SOARES ET
AL., 2004).

Apesar da uleina ser o marcardor da Aspidoseprma ulei, este alcaldide nao é
exclusivo desta espécie, existem relatos da presenga da uleina nas espécies A.
australe, A. campus-belus, A. desamnthum, A. excelsum, A. eburneum, A. gomesianum,
A. formosamum, A. multiflorum, A. olivaceum, A. parvifolium, A. pyricollum, A.
subcanum A. tomentosum, Alstonia scholaris, Alstonia undulifolia, Himatanthus
lancifolius, Plumeiai lancifolia, (GARCIA RUBEN & KEITH, 1976; BOLZANI ET AL.,
1987; FRANCA ET AL., 2000; ABREU E SILVA ET AL., 2002; MASSIOT ET AL., 2002;
JACOME ET AL., 2003; SOARES ET AL., 20004; MACABEO ET AL., 2005).
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FIGURA 14. A,B,e C Aspidosperma ulei Markgr.
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A possibilidade da introdugcdo de um agente pro-erétil de origem natural € muito
atraente principalmente pelo baixo custo quando comparado as medicagdes
convencionais. Varios produtos naturais que tém sido utilizados por séculos para
melhorar a fung¢do sexual masculina estdo sendo objetos de investigagdo. Portanto, o
estudo com a subfragéo alcaloidica isolada da casca da raiz de Aspidosperma ulei
Markgr. (SF3.5) teve como objetivos:

1. Avaliar o potencial estimulante do Sistema Nervoso Central de SF3s5 em

camundongos;

2. Investigar o potencial pré-erétii de SF;5 em camundongos e estudar o seu

mecanismo;

3. Estudar um possivel efeito relaxante de SF3;.5 no corpo cavernoso de coelho e

humano in vitro;

4. Averiguar o provavel mecanismo de agao pelo qual SF35 promove o relaxamento

do corpo cavernoso de coelhos.
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Obedecendo aos critérios e aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo N° 39/04 (Anexo A), foram
utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25 a 35 gramas, provenientes
do Biotério Central do Campus do Pici — UFC e acondicionados no Biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC.

Coelhos Nova Zelandia, pesando entre 2,0 — 2,5 Kg, obtidos no Setor de

Cunicultura do Curso de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara.

Os animais foram mantidos sob ciclo de claro-escuro de 12 horas com livre
acesso a racdo (Purina Chow®) e agua ad libitum. Todos os protocolos experimentais
seguiram estritamente as normas internacionais de cuidados com animais de

laboratdrio.

Cistos de Artemia sp. obtidos no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da

Universidade Federal do Ceara.

De acordo com os critérios do Conselho Nacional de Pesquisa e aprovacgao pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara, sob o processo
05173735-3, foram utilizados corpos cavernosos de doadores cadaveres, onde o0s
fragmentos foram obtidos por ocasido da captagdo de 6rgdos para transplantes pela

mesma incisao utilizada para aquele proposito.



3.2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Produto

Agitador magnético

Agulhas descartaveis

Bacias plasticas

Balanca analitica

Balanga para pesagem de animais
Banho maria

Bomba para aeracgao

Campo aberto

CronOmetros

Placa exploratéria

Lavadora ultra-sénica

Labirinto em cruz elevado
Luminaria

Material cirurgico

PHmétro

Pipetas automaticas

Pipetas Pasteur

Ponteiras plasticas para pipetas

Poligrafo

Rota-rod
Seringas descartaveis
Telhas de acrilico

Vidrarias

Origem

Fanem, Brasil

BD, Brasil

Sanremo, Brasil

Marte AL 200,Brasil
Filizola, Brasil

Quimis, Brasil

Rebello & Ferreira, Brasil
UFC, Brasil

Technos, Brasil

Ugo Basile, Italy
Unique, Brasil

UFC, Brasil

Taschibra, Brasil
EDLO, Brasil
Alalion-PM 608, Brasil
Jencons, UK

Unilab, Brasil

Uilab, Brasil

Narco Biosystems, USA
Insight Equipamentos Cientificos, Brasil
BD, Brasil

UFC, Brasil

Vidrolabor, Brasil



3.3. DROGAS E REAGENTES

Produto

Acetilcolina

Acido ascorbico

Acido niflamico

Agua destilada
Apamina

Apomorfina

ATP

Atropina

Azul de metileno
Bicarbonato de sodio
Carbogénio
Caribdotoxina
Clonidina

Cloreto de calcio
Cloreto de calcio hexahidratado
Cloreto de magnésio hexahidratado
Cloreto de potassio
Cloreto de sodio
Dicromato de potassio
DMSO

EDTA

EGTA

Fenilefrina
Fentolamina

Fluoxetina

Origem

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
UFC, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Reagen, Brasil
Vetec, Brasil
White Martins, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Quimex, Brasil
Synth, Brasil
Cinética, Brasil
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Pro Analysis, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Evidence, Brasil



Fosfato de sddio dibasico

Glibenclamida
Glicose

Guanetidina
Haloperidol
Indometacina
loimbina

L-NAME

Nifedipina
Noradrenalina

oDQ

Pentobarbital sédico
PGFy,

SF35

Sulfato de magnésio
Sulfato de sddio
Tetrodotoxina

Vardenafil

Synth, Brasil
Sigma, USA
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Cristalia, Brasil
Prodome, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
UFC, Brasil
Quimex, Brasil
Vetec, Brasil
Sigma, USA

Bayer, Brasil



3.4. SOLUGOES

As solucdes foram preparadas com sais de pureza analitica.

Agua marinha artificial
NaCl 23g, KCI 0,7g, MgCI,6H,0 11g, Na,SO4 4g, CaCl,6H20 1,3g.

Krebs-Henseleit
NaCl 114,6 mM, KCI 4,96 mM, MgSO,4 1,3 mM, CaCl,; 2,0 mM, NaH,PO4 1,23 mM,
NaHCO3; 25 mM, glicose 3,6 mM.

Krebs-Henseleit modificado para canal deferente
NaCl 118 mM, KCI 4,75 mM, CaCl, 2,54 mM, KH,PO4 0,93 mM, NaHCO3; 24 mM,
glicose 11 mM, EDTA 0,027 mM, acido ascérbico 0,1 mM.

Krebs-Henseleit sem Ca*™"

Krebs-Henseleit despolarizante (K* 60 mM)

Obtida pela substituicdo do NaCl pelo KCI em bases equimolares.

Carbogénio
Mistura gasosa de CO,5 % e O2 95%
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4.1. COLETA DA ASPIDOSPERMA ULEI MARKGR

A planta, popularmente conhecida como Pitia, foi coletada pelo Professor Edilberto
Rocha Silveira (Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica — UFC) na localidade
Garapa em Acarape no estado Ceara (Figura 15). A espécie foi identificada no Herbario
Prisco Correia da UFC e catalogada (exsicata N® 30823).

[ ﬂu:arape fan
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Figura 15. Localizagao geografica do municipio de Acarape.

4.2. OBTENGAO DA SUBFRAGAO ALCALOIDICA DAS CASCAS DA RAIZ DE
ASPIDOSPERMA ULEI MARKGR (SF3.s5)

A extracdo, fracionamento e identificacdo dos constituintes foi
realizada no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC pelo
doutorando Daniel Esdras de Andrade Uchba sob orientagdo do Professor
Edilberto Rocha Silveira.

1. Preparacao do Extrato Etandlico das Cascas da Raiz de Aspidosperma ulei
Markgr (ApCRE)



Foram extraidos 4,0 Kg das cascas da raiz de A. ulei por maceragao, com 10 L
de etanol. Essa extracdo foi repetida 4 vezes, durante 24 h cada, e as solucdes
etandlicas foram evaporadas a pressdo reduzida e reunidas, fornecendo o extrato
denominado ApCRE (144,55 g, 3,61 %).

1. Particao liquido-liquido de ApCRE

Suspenderam-se 51,0 g do ApCRE em 200 mL de H,O destilada e
extraidos 4 x 200 mL de Acetato de Etila, fornecendo as fragcbes ApCRE-
AQ (40,6 g, 79,6 %) e ApCRE-AE (8,6 g, 16,9 %).

2. Cromatografia em sephadex de ApCRE-AE

Dissolveram-se 1,20 g de ApCRE-AE em metanol e eluidos em uma
coluna de vidro (g = 3,5 cm) contendo 45 g de SEPHADEX LH-20, com
metanol, coletando-se 7 fragdes, 1-5 (50 mL cada), 6 (75 mL), 7 (200 mL) e
com acetato de etila, coletando-se uma fragcdo, 8 (200 mL). As fracdes
foram comparadas por CCD e reunidas como segue: 1-2 (587,4 mg), 3-5
(162,4 mq), 6-9 (371,9 mg), as quais foram denominadas ApCREAE(1-2),
ApCREAE(3-5) e ApCREAE(6-9). Todas as fragdes foram liofilizadas antes

da obtencao do rendimento.

3. Particao de ApCRE-AQ

Foram extraidos 40,6 g da ApCRE-AQ, néo liofilizados, com 70 mL
de uma mistura Metanol/Acetato de Etila 2:5, fornecendo a fragdo (1). Ao
residuo foi adicionado 50 mL de uma mistura Metanol/Acetato de Etila 2:3,
fornecendo uma fragéo (2). O residuo resultante apresentou-se como um

sélido granulado que, apds seco e liofilizado, mostrou-se, através de



espectro de RMN 'H e *C e em comparacdo com dados da literatura
[DOUGLAS E. DORMAN, S. J. ANGYAL, and JOHN D. ROBERTS Journal
of American Chemical Society, 92(5), 1351-1354 (1970)], como um
derivado de inositol (945 mg), o D-1-O-metil-mio-inisitol.
OH
HO OH

OH
OCH,
OH

Figura 16. D-1-O-metil-mio-inositol

e Cromatografia em silica gel de ApCRE-AE(3-5)

Foram misturados 1,84 g de ApCRE-AE(3-5) a 5,00 g de silica gel e
eluidos em uma coluna de vidro (J = 3,5 cm) contendo 40,00 g de silica
gel, com uma mistura de cloroférmio:metanol 4:1 coletando-se 19 fragdes,
1-3 (20 mL cada), 4-17 (10 mL), 18 (20 mL) e 19 (200 mL); e 0:1,
coletando-se 3 fragdes: 20-22 (50 mL cada). As fragcdes foram comparadas
por CCD e reunidas como segue: 1 (0,02 g), 2 (1,06 g), 3 (0,08 g), 4 (0,08
g), 5 (0,14 g), 6 (0,11 g), 7 (0,07 g), 8-9 (0,09 g), 10-11 (0,06 g), 12-18
(0,06 g), 19-20 (0,03 mg) e 20-22 (0,01 g). Todas as fragcbes foram

liofilizadas antes da obtencéo do rendimento.

e Cromatografia em silica gel de ApCRE-AE(3-5/5)

Foram misturados 145,0 mg de ApCRE-AE(3-5/5) a 1 g de silica gel e
eluidos em uma coluna de vidro (& = 2,5 cm) contendo 5 g de silica gel,

com uma mistura de cloroférmio e metanol 4:1 coletando-se 7 fragoes, 1-3



(2 mL cada), 4-6 (6 mL cada) e 7 (10 mL); e 0:1, coletado-se 1 fracdes: 8
(25 mL). As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas como segue: 1
(1,4 mqg), 2 (8,8 mg), 3-5 (109,0 mq), 6-7 (55,8 mg) e 8 (3,5 mg). Todas as

fragdes foram liofilizadas antes da obtengao do rendimento.

e Cromatografia em silica gel de de ApCRE-AE(3-5/5/3-5)

Foram misturados 109,0 mg de ApCRE-AE(3-5/5/3-5) a 1 g de silica
gel e eluidos em uma coluna de vidro (< = 3,5 cm) contendo 10 g de silica
gel, com uma mistura de cloroférmio e metanol 9:1 coletando-se 16
fragdes, 1-3 (4 mL cada), 4 (3 mL cada), 5 (2 mL cada), 6 (1 mL cada), 7-8
(4 mL cada), 9-14 (9 mL cada), 15-16 (25 mL cada). As fragbes foram
comparadas por CCD e reunidas como segue: 1 (1,4 mg), 2 (4,6 mg), 3
(5,5 mg), 4 (5,1 mg), 5 (4,0 mg), 6 (5,1 mg), 7 (6,3 mg), 8 (20,1 mg), 9 (30,4
mg), 10-13 (18,0 mg) e 14-16 (4,5 mg). Todas as fra¢des foram liofilizadas

antes da obtencao do rendimento.

A fracdo de ApCRE-AE(3-5/5/3-5/10-13), denominada ApA-l, apresentou-se
como uma resina amarela, soluvel em metanol, que mostrou-se pura para os padrdes
de RMN 'H. A feigdo espectral caracteristica de alcaldide do tipo indélico e comparagao
com dados da literatura [ROBERT P. BORRIS, DAVID C. LANKIN and GEOFFREY A.
CORDELL Journal of Natural Products, 46(2), 200-205 (1982)] possibilitaram identifica-

lo como uleina (Figura 17).

e Cromatografia em silica gel de ApCREAE(3-5/8-9)



Foram misturados 90,3 mg de ApCREAE(3-5/8-9) a 1 g de silica gel e eluidos
em uma coluna de vidro (& = 2,5 cm) contendo 5 g de silica gel, com uma mistura de
cloroférmio e metanol 9:1 coletando-se 27 fragdes, 1-2 (8 mL cada), 3-4 (5 mL cada), 5
(3 mL cada), 6-17 (1 mL cada), 18-19 (3 mL cada), 20-21 (5 mL cada) e 22-27 (8 mL
cada). As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas como segue: 1 (1,5 mg), 2-3
(5,0 mg), 4 (1,0 mg), 5-10 (6,5 mg), 11-16 (10,0 mg), 17-19 (28,2 mg) e 20-27 (34,1

mg). Todas as fragdes foram liofilizadas antes da obtengéo do rendimento.

A fragdo ApCREAE(3-5/8-9/17-19), denominada ApA-Il, apresentou-se como
uma resina amarela, soluvel em metanol. A feicdo espectral caracteristica de alcaldide
do tipo inddlico e comparagao com dados da literatura [ROBERT P. BORRIS, DAVID C.
LANKIN and GEOFFREY A. CORDELL Journal of Natural Products, 46(2), 200-205
(1982)] possibilitaram identifica-lo como um derivado ndo metilado da uleina (Figura
18).

e Cromatografia em silica gel de ApCRE-AE(6-9)

Foram misturados 1,09 g de ApCRE-AE(6-9) misturados a 5 g de silica gel e
eluidos em uma coluna de vidro (g = 3,5 cm) contendo 40 g de silica gel, com uma
mistura de cloroférmio e metanol 4:1 coletando-se 13 fragdes, 1 (15 mL), 2-8 (10 mL
cada), 9-11 (20 mL cada), 12 (125 mL), 13 (75 mL); e 0:1, coletando-se uma fragao: 14
(50 mL). As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas como segue: 1 (13,4 mg), 2
(16,1 mg), 3 (32,5 mg), 4 (46,1 mg), 5 (63,7 mg), 6 (76,8 mg), 7 (63,5 mg), 8 (67,1 mg),
9-10 (242,8 mg), 11-12 (345,5 mg) e 13-14 (101,4 mg). Todas as fragbes foram

liofilizadas antes da obtencao do rendimento.

A fragdo ApCRE-AE(6-9), originou 36,5 mg de um precipitado branco,
denominado ApA-lll, soluvel em dimetilsulfoxido. A feicdo espectral caracteristica de

alcaldide do tipo inddlico e comparagdao com dados da literatura [SYLVIE MICHEL,



FRANCOIS TILLEKIN et MICHEL KOCH Journal of Natural Products, 45(4), 489-494
(1981)] possibilitaram identifica-lo como a tetrahidro-3,14,4,21-elipticina (Figura 19).
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Figura 17. Uleina. Figura 18. nor-uleina.

Figura 19. Tetrahidro-3,14,4,21-elipticina.



4.3. AVALIAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SF;.5

- Determinacgao da CLs, - Teste da Artemia salina

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia sp. com
atividade citotoxica (SAHPAZ ET AL., 1994). Muitos laboratérios de produtos naturais
tém inserido este teste dentro de suas rotinas no intuito de selecionar e monitorar o
estudo fitoquimico de extratos de plantas na procura de substincias bioativas
(HAMBUEGER & HOSTETTMANN, 1991).

Neste modelo, foi seguida a metodologia descrita por Meyer et al. (1982), onde
os ovos de artemia (50 mg) foram colocados para eclodir em um recipiente contendo
agua marinha artificial (1000 mL) e aerado durante 48 h (colocado um foco de luz apos
as primeiras 24h). Apos este periodo, as larvas foram coletadas com auxilio de uma

pipeta Pasteur.

Varias concentragdes de SF;.5 (1-1000 ug/mL) foram preparadas e colocadas em
frascos aos quais adicionou-se agua marinha artificial, sendo 5 mL o volume final em
cada frasco. Dez larvas foram adicionadas a cada frasco e utilizados trés frascos para
cada dose de SF3;.5, sendo o numero de mortes dentre as trinta larvas verificado apos
24h.

A CLsp (concentragdo letal para 50% das larvas) com intervalo de confianga de
95% foi determinada de acordo com o método descrito por Miller e Tainter (1944).
Controle agua marinha artificial, veiculo (DMSO 3%) ou dicromato de potassio (10 - 100

ug/ml) foram adicionados ao estudo com finalidade de comparacgéo.

- Determinagao da DL,

Para a determinacao da toxicidade aguda de SF35, camundongos Swiss, 25-30g,

foram divididos em grupos de 5 machos e 5 fémeas, em jejum de sdélidos de 18h e



tratados, com veiculo (DMSO 3%), SF3.5 (100 — 600 mg/Kg; via intraperitoneal). Durante
o periodo de 120 minutos apdés a administracdo das drogas os animais foram
observados quanto aos parametros: estado de alerta, sedacao, ptose, dispnéia, miccao,
diarréia, convulsdo, atividade motora espontanea, reflexo postural, piloerecéo,

nocicepgao e morte.

4.4. EFEITO DE SF;5 NO COMPORTAMENTO GERAL DE CAMUNDONGOS

A atividade comportamental dos animais, especialmente roedores, em varios
equipamentos de laboratério pode ser resultado de diferentes tendéncias ou impulsos,
isto é, pode ser uma atividade especifica relacionada a exploracdo do ambiente ou a
esquiva de aspectos particulares do ambiente, ou ainda, simplesmente uma atividade
geral inespecifica (LAPA ET AL., 2003).

4.4.1. Teste de coordenagao motora

- Teste do “Rota-rod”

Este teste permite avaliar se SF35 promove incoordenacdo motora nos animais
por sedacao e/ou relaxamento muscular. O aparelho é constituido de uma barra de 2,5
cm de didmetro subdividida em seis compartimentos, colocada a 25 cm de altura e
girando a 12 r.p.m. Os camundongos foram selecionados 24 h antes do teste, em
sessdes de 2 min de duragdo, antes da administracdo de SFs;s5, sendo escolhidos

aqueles que permaneceram na barra giratoria por este periodo.

No dia do teste, os animais selecionados foram divididos em grupos (n = 8) e
tratados, por via intraperitoneal, com SF3.5 25 ou 50 mg/Kg ou veiculo (10 mL/Kg) e 30
min apos os tratamentos foram recolocados na barra. Foi registrado o tempo de

permanéncia na barra (em segundos), com trés recondu¢des, no maximo, a barra.

4.4.2. Teste de atividade locomotora



- Teste do campo aberto — “open-field”

A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do
conflito com o medo provocado pelo ambiente (MONTGOMERY, 1955). O objetivo
deste teste € avaliar a atividade estimulante ou depressora de SF;.5, podendo ainda
indicar atividades mais especificas como ansiolitica/ansiogénica. Um campo aberto,
confeccionado em acrilico (paredes transparentes e chao preto, 30 x 30 x 15 cm) é
empregado para avaliar a atividade exploratéria dos animais: sua movimentagao
espontanea (numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisbes do
campo), o numero de comportamentos de autolimpeza (“‘grooming”) e de levantar

(“rearing”), registrados durante um periodo de 4 min, apés os tratamentos.

Os camundongos foram divididos em grupos (n = 8) e tratados, por via
intraperitoneal, com SF35 25 ou 50 mg/Kg ou veiculo (10 mL/Kg) e 30 min apds foram

colocados no centro do campo. Houve um periodo de 1 min de ambientacéo ao local.

4.4.3. Testes de atividade ansiolitica/ansiogénica

- Teste da placa perfurada — “hole-board”

Os camundongos foram divididos em grupos (n = 8) e tratados, por via
intraperitoneal, com SF35 25 ou 50 mg/Kg ou veiculo (10 mL/Kg) e 30 min apds foram
colocados no “hole-board”, que consiste numa placa (30 x 30 cm) a 10 cm de altura

com 16 orificios de 2 cm de diametro, equidistantes uns dos outros e das bordas.

Neste equipamento os animais foram ambientados por 1 min e é registrado,
durante 5 min, o numero de vezes que 0s animais espreitaram os orificios para uma
avaliagao de possivel agao ansiolitica/ansiogénica de SF3.5. Uma diminui¢do do numero

de mergulhos da cabega implica numa agéao ansiogénica.

- Teste do labirinto em cruz elevado - “plus-maze”



O labirinto em cruz elevado (LCE) é baseado no modelo proposto, em ratos, por
Pellow e File (1985) e validado por Lister (1990) para camundongos, e consiste de dois
bragos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também
opostos, em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados sdo conectados por
uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos
fechados sédo confeccionadas em acrilico transparente e o chdao em acrilico preto.O
aparelho esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Os animais foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e
0 seu comportamento foi observado por 5 min e 30 min apds os tratamentos com SF3.5
25 ou 50 mg/Kg veiculo (10 mL/Kg). Os animais foram ambientados por 1 min no
aparelho. As medidas comportamentais registradas no LCE foram: frequéncia de

entrada e o tempo despendido nos bragos abertos e fechados.

4.4.4. Teste de atividade hipno-sedativa

- Tempo de sono induzido por barbiturico

Os animais foram divididos em grupos (n = 8) e receberam, por via
intraperitoneal, SF3s 25 ou 50 mg/Kg ou veiculo (10 mL/Kg) 30 min antes da
administragcdo de pentobarbital sédico (50 mg/Kg/i.p.). A duragdo da perda do reflexo
postural (tempo de recuperagéo) dos animais, apés a administragdo do barbiturico foi

registrada em minutos.

4.4.5. Teste de atividade antidepressiva

- Teste da natagao forgcada

Os animais foram divididos em grupos (n = 8) e receberam, por via
intraperitoneal, SF35 25 ou 50 mg/Kg ou veiculo (10 mL/Kg) 30 min depois foram

colocados, individualmente, num cilindro de vidro (altura = 40 cm; didmetro = 25 cm),

contendo 15 cm de agua por um periodo de 6 min, no qual foi registrado o tempo total



de imobilidade para cada animal. Considera-se como imobilidade quando o animal faz

apenas 0s movimentos minimos para manter a cabega fora da agua.

4.5. EFEITO DE SF3.s SOBRE O COMPORTAMENTO SEXUAL DE CAMUNDONGOS

4.5.1. Avaliagao do efeito pro-erétil em camundongos

Os camundongos receberam SF3.5 25 ou 50 mg/Kg (i.p.) e foram habituados por
5 min numa camara transparente (30 x 30 x 15 cm). Apds a ambientacdo, os animais

foram observados durante 30 min e foram registradas as seguintes respostas:

| — eregdo: quando o animal permanecia somente sobre as patas traseiras,
inclinava o corpo para frente e levava a cabega de encontro a area genital e lambia o

pénis (Figura 20). O pénis ereto era visivel, mas por pouco tempo.

Il — erection-like: quando o animal permanecia somente sobre as patas traseiras,
inclinava o corpo para frente e levava a cabeca de encontro a area genital, lambia o

abdémen mas nao o pénis (Figura 21). O pénis ereto nao era visivel.

[l — grooming genital: o animal elevava uma das patas traseiras e lambia a area

genital (Figura 22). Nao ocorria eregao.

Além destes trés parametros, também foi registrada a laténcia para a primeira
erecdo (RAMPIN ET AL., 2003).

Como drogas controle foram utilizados a loimbina (2 mg/Kg/i.p.), Apomorfina (1,1
ug/Kg/s.c.) e Vardenafil (0,3 mg/Kg/i.p.). Para avaliar o possivel mecanismo de acgao,
utilizou-se Clonidina (0,1 mg/Kg/i.p.), Haloperidol (2 mg/Kg/i.p.) , L-NAME (10
mg/Kg/i.p.) e Azul de metileno (1 mg/Kg/i.p.).



Figura 20. Erecao.

Figura 21. Erection-like.



Figura 22. Grooming genital.

4.5.2. Avaliagao da influéncia da fluoxetina no efeito pré-erétil de SFs;5 em

camundongos

Foram utilizados camundongos (n = 8) tratados da seguinte maneira:

Grupo | — Controle (veiculo 10 mL/Kg/i.p.) durante 13 dias;

Grupo Il = SF3.5 (25 mg/Kg/i.p.) durante 13 dias;

Grupo Il — Fluoxetina (10 mg/Kg/s.c.) durante 13 dias;

Grupo IV — Fluoxetina (10 mg/Kg/s.c.) durante 13 dias e SFs5 (25 mg/kg/i.p.) no
13° dia.

No 1° e 13° dia de tratamento os animais e foram habituados por 5 min numa
camara transparente (30 x 30 x 15 cm). Apés a ambientagcdo, os animais foram
observados durante 30 min e foram registradas as seguintes respostas: laténcia para a

primeira eregao, numero de eregoes, erection-like e grooming genital.



4.6. AVALIAGAO DO EFEITO PRO-ERETIL DE SF;.5 IN VITRO

4.6.1. Estudo do efeito de SF;5 na jungao neuromuscular autondmica de

canal deferente de camundongos

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical € os canais
deferentes rapidamente removidos. Um segmento de aproximadamente 1 cm de
comprimento, livre de tecido adiposo e conjuntivo aderentes e de vasos sanguineos, foi
retirado da porgéo prostatica de um dos canais (Figura 23). O tecido foi montado sob
tensdo de repouso de 0,3 g, em uma cuba orgéanica de 3 mL de volume, contendo
solugéo de Krebs livre de Mg*™, pH 7,4. O meio foi mantido a 37 °C e aerado com 95 %
de Oz e 5 % de COa.

Os nervos intramurais foram estimulados por campo elétrico produzido por pulsos
simples retilineares (voltagem supramaxima, 1 ms, 0,1 Hz) entre dois eletrodos de

platina em forma de anéis, situados acima e abaixo do tecido isolado.

As contragdes longitudinais foram registradas através da fixagdo da extremidade
superior do tecido a um transdutor de forca isométrico, o qual foi conectado a um
amplificador e este a um registrador. SF3 .5 foi adicionada em concentragdes variando de
1 — 64 ug/mL e o DMSO (Controle) de forma isovolumétrica. Em conjuntos separados
de experimentos foi avaliado o efeito de SF35 (64 ug/mL) nas respostas contrateis de
Noradrenalina 10 uM e ATP 30 uM.



Figura 23. Anatomia do sistema reprodutor masculino de camundongo. A. Identificagcao
das estruturas: (MVD (canais deferentes), vs (vesicula seminal), p (prostata), b (bexiga),
t (testiculo), ep4 (cabega do epididimo), ep» (cauda do epididimo). B. Canal deferente de
camundongo (MVD) com cauda do epididimo (epz) e tecido conjuntivo anexo (tcon;).

4.6.2. Estudo do efeito de SF;.5 no corpo cavernoso de coelhos

Coelhos Nova Zelandia foram sacrificados por injegédo de pentobarbital sédico
(30 — 40 mg/Kg) pela veia marginal e os pénis dos mesmos foram removidos e
colocados em placas de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit e dissecados com
bisturi para remog¢ado do corpo cavernoso (Figura 24). Os corpos cavernosos foram
isolados e montados em banhos de 5 mL em Krebs-Henseleit mantido a 37 °C, pH 7,4 e
oxigenado com mistura carbogénica. Os tecidos foram mantidos sob tensdo de 1 g e
permaneceram em repouso por 1 h com lavagens sucessivas de 15 em 15 min. As
alteragdes na tensao foram registradas utilizando-se um transdutor de forgca isométrico
conectado a um poligrafo de 4 canais. Apds o periodo de equilibrio, o corpo cavernoso
foi contraido com 10 uM de fenilefrina e as respostas a estimulacédo de campo elétrico
(ECE; 0,5 ms; 20 V, 2 — 16 Hz) e Ach (1 uM) obtidas em experimentos isolados. SF3.5

foi adicionada nas concentragcées de 1 — 300 ug/mL e o DMSO (Controle) de forma



isovolumétrica. A indometacina (10 uM) e a guanetidina (10 uM) foram adicionadas a

solucdo de Krebs-Henseleit para diminuir a atividade mecanica basal do tecido.

Em um conjunto isolado de experimentos, o efeitos de SF3;5 nas respostas da
fenilefrina, K 60 mM ou PGF,, 100 uM foram comparadas na presencga de um inibidor
da oxido nitrico sintase (L-NAME 100 uM), de um inibidor da guanilato cilcase soluvel
(ODQ 10 uM), de um bloqueador dos canais de sodio neuronais (Tetrodotoxina TTX 1
uM), de um bloqueador dos canais de potassio ATP-dependentes (Glibencamida 100
uM), de inibidores dos canais de potassio calcio-dependentes de alta, intermediaria e
baixa condutancia (caribdotoxina e apamina 0,1 uM), de um bloqueador muscarinico
(Atropina 10 uM), de um antagonista dos receptores noradrenérgicos (Fentolamina e 10
uM), de um bloqueador dos canais de cloreto (Acido niflimico 100 pM) ou de um
bloqueador dos canais de calcio voltagem-dependentes e de um quelante de calcio
(Nifedipina 10 um e EGTA 100 um).

Figura 24. Corpo cavernoso de coelho.



4.6.3. Estudo do efeito de SF;.5 no corpo cavernoso de humanos

Este estudo foi realizado com corpos cavernosos de doadores cadaveres, onde

os fragmentos foram obtidos por ocasidao da captacédo de érgéos para transplantes.

Os corpos cavernosos foram dissecados para retirada dos tecidos circunjacentes
e da tunica albuginea. Apéds isolamento foram montados em banhos de 5 ml em Krebs-
Henseleit mantido a 37° C, pH 7,4 e oxigenado com mistura carbogénica. Os tecidos
foram mantidos sob tensdo de 1 g e permaneceram em repouso por 1 h com lavagens

sucessivas de 15 em 15 min.

As alteragbes na tensdo foram registradas por intermédio de poligrafo com
transdutor de forga isométrico (Narco Biosystems, Houston, Texas, USA). Apds o
periodo de equilibrio, o corpo cavernoso foi contraido com Fenilefrina 10 uM. SF3.5 foi
adicionada nas concentragbes de 1 — 300 ug/mL e o DMSO (Controle) de forma
isovolumétrica. A indometacina (10 uM) e guanetidina (1 uM) foram adicionadas a

solucao de Krebs-Henseleit para diminuir a atividade mecéanica basal do tecido.



5 Resultados
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5.1. AVALIAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DE SF3.5
- Determinagao da CLs, em cistos de Artemia sp.

Neste teste, as substancias sdo consideradas ativas quando a toxicidade para
Artemia sp. for menor que 1.000 ppm (Meyer, 1982), ou seja, quando em cada 1000 mL
da solucao existir menos que 1 mL da substancia teste. A CLsy encontrada para a SFs.5
foi de 3,94 [1,84 — 6,92] ug/mL , cerca de cinco vezes mais toxico que o dicromato de
potassio, conhecida substancia téxica para Artemia sp. que possui CLsy entre 20 e 40

ug/mL.
- Determinagao da DLs; em camundongos
Através da utilizacdo do método de probitos determinou-se a DLsy de SF35 , via

intraperitoneal, em 400 + 40 mg/kg. Os animais apresentavam convulsdes seguida de

morte.



5.2. EFEITO DE SF;.; NO COMPORTAMENTO GERAL DE CAMUNDONGOS
5.2.1. Teste de coordenagao motora
- Teste do “Rota-rod”
A fragdo SF35, nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg, por via intraperitoneal,
nao alterou o tempo de permanéncia dos animais no aparelho de “rota-rod”, mostrando

que SF3.5 nao promove incoordenagao motora nos animais, como na visto na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito de SF3.5 no teste do “Rota-rod” em camundongos.

Grupo Dose Permanéncia na barra (s)
(mg/kg)
Controle - 120,00 £ 0,00
SF3.5 12,5 112,50 + 7,50
25 104,00 + 12,28
50 103,85 + 10,68

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF35 (12,5, 25 e 50
mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo expressos como
média + erro padrao da média (n = 8) do tempo de permanéncia no aparelho (ANOVA
seguida de Student-Newman-Keul).



5.2.2. Teste de atividade exploratéria
- Teste do campo aberto - open-field

Neste teste, SF;5 em todas as doses utilizadas (12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.),
aumentou significativamente (**p < 0,01 e *p < 0,05, respectivamente) a ambulagdo dos
animais (numero de cruzamentos entre as divisbes do campo (Anexo A e Grafico 1). No

entanto ndo alterou os parametros levantar (“rearing”) e de auto-limpeza (“grooming”).

70 - 3 cruzamentos
* % | Rearing
1 Grooming

Controle 12,5 25 50

SF;.s (mg/kg)

Grafico 1. Efeito de SF35 no teste do campo aberto em camudongos. Os animais foram
tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF35 (12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.) 30 min
antes do inicio do experimento. Os dados estao expressos como média + erro padrao
da média (n = 8) do numero de cruzamentos, rearing e grooming durante 4 minutos. *p
< 0,05 e **p < 0,01 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.2.3. Teste de atividade ansiolitica/ansiogénica

- Teste da placa perfurada - hole-board

O comportamento de mergulhar a cabega, em roedores, é relacionado como
medida de ansiedade. Drogas ansioliticas aumentam o numero de exploragdes
(mergulhos), enquanto que drogas ansiogénicas diminuem este comportamento. A
fracdo SF35 na dose de 50 mg/kg/ip (16,75 + 2,40) diminuiu de forma significativa (**p <
0,01) em relagdo ao grupo controle (31,62 + 3,12), mostrando um efeito do tipo

ansiogénico (Anexo B e_Gréfico 2)
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Grafico 2. Efeito de SF35 no teste da placa perfurada em camundongos. Os animais
foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF35 (25 e 50 mg/kg/i.p.) 30 min
antes do inicio do experimento. Os dados estao expressos como média + erro padrao
da média (n = 8) do numero de exploragdes durante um periodo 5 min. **p < 0,01 vs
Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



- Teste do labirinto em cruz elevado — plus-maze

Este modelo de ansiedade tem sido extensivamente utilizado para a avaliacao de
novas drogas ansioliticas e para investigar as bases psicolégicas e neuroquimicas da
ansiedade. Um agente ansiogénico aumenta o numero de entradas e o tempo de
permanéncia no brago fechado. Os animais tratados com SF3;s 25 e 50 mg/kg/i.p
apresentaram comportamento de ansiedade permanecendo boa parte do tempo do
teste (360 s) no brago fechado (228,62 + 25,24 **p < 0,01 e 274,75 + 12,12 ***p < 0,001

vs Controle (131,75 + 15,90). Os dados estdo demonstrados no Anexo C no Grafico 3.
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Grafico 3. Efeito de SF3;.5 no numero de entradas (A) e tempo de permanéncia (B) nos
bracos abertos (BA) e fechados (BF) do labirinto em cruz elevado durante um periodo
de 5 minutos. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. *p <
0,05, **p < 0,01 e *™*p < 0,001 vs Controle (veiculo), ANOVA, seguida de Student-
Newman-Keul.



5.2.4. Teste de atividade hipno-sedativa
- Tempo de sono induzido por barbiturico
O pré-tratamento com SF35 50 mg/kg/i.p. diminuiu significativamente (40,00 +

3,16 *p < 0,05; Anexo D e Grafico 4) o duragdo do tempo de sono induzido por

pentobarbital sédico (50 mg/kg/i.p.) em relagado ao grupo Controle (65,62 + 3,96).
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Grafico 4. Efeito de SF3s no tempo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos.Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF3.5
(25, 50 e 100 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estédo
expressos como media + erro padrdao da média (n = 8) do tempo de sono (min). *p <
0,05 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.2.5. Teste de atividade antidepressiva

- Teste da natacao forcada

As drogas antidepressivas, em geral, aumentam a laténcia para a imobilidade e
reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos animais no teste da natagao
forcada. Os animais que receberam SF3.5 50 mg/kg/i.p. apresentaram um menor tempo
de imobilidade (92,85 + 10,27 **p < 0,01; Anexo E e Grafico 5) em relagédo ao grupo
Controle (154,25 + 12,76), mostrando que SF3s pode promover um efeito do tipo

antidepressivo.
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Grafico 5. Efeito de SF35 no teste da natagdo forgada em camundongos. Os animais
foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF35 (25 e 50 mg/kg/i.p.) 30 min
antes do inicio do experimento. Os dados estdo expressos como média + erro padrao
da média (n = 8) do tempo de imobilizagdo durante um periodo de 6 min. **p < 0,01 vs
Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.3. AVALIACAO DO EFEITO DE SF3;5 SOBRE O COMPORTAMETNO SEXUAL DE
CAMUNDONGOS

5.3.1. Avaliagéo do efeito pré-erétil de SF3.5 em camundongos

Os animais tratados com SF35 apresentaram trés comportamentos distintos, ja
descritos anteriormente. SF;.5 (12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p) promoveu ere¢do em 50 % (*p <
0,05), 75 % (***p < 0,001) € 62,5 % (**p < 0,01) dos animais tratados durante o periodo
de observacao de 30 minutos. O Anexo F sumariza as caracteristicas das erecoes
promovidas por SF3 s, loimbina, Apomorfina e Vardenafil (Anexo G, Grafico 6)

Erection-like e grooming genital foram observados apds os tratamentos com SF3.
5, loimbina, Apomorfina e Vardenafil. No entanto, somente no grupo tratado com SF3.5
houve aumento significativo destes parametros (*p < 0,05) em relagdo com grupo

Controle (Anexo H e Graficos 7 e 8).

O efeito pré-erétil de SF35 25 mg/kg/i.p. foi bloqueado por Clonidina (***p
< 0,001; Tabelas 5 e 6), por Haloperidol (***p < 0,001; Tabelas 7 e 8), pelo L-NAME (**p
< 0,01; Tabela 9) e pelo Azul de Metileno (*p < 0,05; Tabela 10).
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Grafico 6. Efeito pré-erétii de SFszs, loimbina, Apomorfina e Vardenafil em
camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35
(12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.), loimbina 2 mg/kg/i.p. (lo), Apomorfina 1,1 ng/kg/s.c. (Apo) ou
Vardenafil 0,3 mg/kg/i.p. (Var) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo
expressos como porcentagem de animais (n = 8) com eregao durante um periodo de
observagao de 30 min. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs Controle, ANOVA seguida
de Student-Newman-Keul.
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Grafico 7. Efeito de SF3.5, loimbina, Apomorfina, Vardenafil no parametro de erection-
like em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%),
SF35 (12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.), loimbina 2 mg/kg/i.p. (lo), Apomorfina 1,1 pg/kg/s.c.
(Apo) ou Vardenafil 0,3 mg/kg/i.p. (Var) 30 ou 60 min antes do inicio do experimento. Os
dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n = 8) do numero de
erection-like e durante um periodo de observacdao de 30 min. *p < 0,05 vs Controle,
ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.
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Grafico 8. Efeito de SF3.5, loimbina, Apomorfina, Vardenafil no parametro de grooming
genital em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO
3%), SFss5 (12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.), loimbina 2 mg/kg/i.p. (lo), Apomorfina 1,1
ug/kg/s.c. (Apo) ou Vardenafil 0,3 mg/kg/i.p. (Var) 30 min antes do inicio do
experimento. Os dados estao expressos como média + erro padrdao da média (n = 8) do
numero de grooming genital e durante um periodo de observagéao de 30 min. *p < 0,05
vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 5. Efeito da clonidina sobre a atividade pro-erétil de SF3.s em camundongos.

Grupo Dose Laténcia 1° N° de % animais com
(mg/kg) erecao (s) eregoes erecao
Controle - - 0,00 + 0,00 0
SF3s5 25 556,63 + 168,11 1,25+0,36** 75%**
loimbina 2 698,62 + 198,23 1,12+0,29* 75%**
Clonidina 0,1 - 0,00 + 0,00 0
+ loimbina 2 - 0,00+0,00? 0?
+ SF3s 25 - 0,00+0,00° 0°

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
loimbina 2 mg/kg/i.p., Clonidina 100 ug/kg/i.p. sozinha ou em combinagdo com loimbina
ou SF3.5 30 ou 60 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (n = 8) do tempo de laténcia para a primeira eregcéo e do
numero de eregdes ou porcentagem de animais com eregao durante um periodo de
observagéo de 30 min. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs Controle, °p < 0,001 vs
loimbina e °p < 0,001 vs SF3.5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 6. Efeito da clonidina sobre a atividade pro-erétil de SF3;5 nos parametros

comportamentais de ere¢cdo em camundongos.

Grupo Dose Erection-like Grooming genital
(mg/kg)
Controle - 2,50 + 0,56 7,75+ 1,64
SF35 25 3,87 + 0,95* 14,25 + 2,84*
loimbina 2 4,00 + 1,64 7,50 + 1,63
Clonidina 0,1 0,00 + 0,00* 0,62 + 0,32*
+ loimbina 2 0,00 + 0,00° 0,00+0,00***¢
+ SF3s 25 0,37 + 0,26* 1,50 + 0,70*°

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
loimbina 2 mg/kg/i.p., Clonidina 100 ug/kg/i.p. sozinha ou em combinagdo com loimbina
ou SF3.5 30 ou 60 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo expressos como
média * erro padrédo da média (n = 8) do numero de erection-like e de grooming genital
durante um periodo de observagdo de 30 min. *p < 0,05 vs Controle, ®p < 0,05 e °p <
0,001 vs SF35 e °p < 0,001 vs loimbina, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 7. Efeito do haloperidol sobre a atividade pro-erétil de SF.s.

Grupo Dose Laténcia 1° N° de eregdes % animais
erecgao (s) com eregao
Controle - - 0,00 £ 0,00 0
SF35 25 556,63 + 168,11 1,25+0,36** 75%*
Apomorfina 1,1 536,12 + 249,15 1,25+0,25 50*
Haloperidol 2 - 0,00 £ 0,00 0
+ 1,1 - 0,00+0,00° 0°
Apomorfina
+ SF3.5 25 - 0,00+0,00? 0@

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
Apomorfina 1,1 ug/kg/s.c., Haloperidol 2 mg/kg/i.p. sozinho ou em combinagdo com
Apomorfina ou SF35 30 ou 60 min antes do inicio do experimento. Os dados estao
expressos como meédia *+ erro padrdao da média (n = 8) do tempo de laténcia para a
primeira erecdo e do numero de eregdes ou porcentagem de animais com eregao
durante um periodo de observagao de 30 min. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs
Controle, 0 < 0,001 vs SF35 € bp < 0,001 vs Apomorfina, ANOVA seguida de Student-
Newman-Keul.



Tabela 8. Efeito do haloperidol sobre a atividade

comportamentais de ere¢cdo em camundongos.

de SF3;s5 nos parametros

Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 2,50 + 0,56 7,75+ 1,64
SF35 25 3,87 +0,95* 14,25 + 2,84*
Apomorfina 1,1 4,00 + 1,64 7,50 £ 1,63
Haloperidol 100 0,00 + 0,00* 0,62 £ 0,32*

+ Apomorfina 1,1 0,12 +£ 0,12*** 1,1240,98*
+ SF3s 25 0,25+ 0,16* 1,12 + 0,85*°

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
Apomorfina 1,1 ug/kg/s.c., Haloperidol 2 mg/kg/i.p. sozinho ou em combinagdo com
Apomorfina ou SF3;5 30 ou 60 min antes do inicio do experimento. Os dados estado
expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do numero de erection-like e de
grooming genital durante um periodo de observacéo de 30 min. *p < 0,05 e ***p < 0,001
vs Controle, p < 0,01 vs SF35 e °p < 0,5 vs Apomorfina e °p < 0,001 vs Apomorfina,

ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 9. Efeito do L-NAME sobre a atividade pré-erétil de SF;.5 (A) e sobre a atividade

de SF3.5 nos parametros comportamentais (B) em camundongos.

A

Grupo Dose

Laténcia

1% eregio (s)

N° de eregdes

% animais com eregao

Controle - - 0,00 £ 0,00 0
SF3.5 25 663,87 + 178,60 1,00+0,26** 75%**
L-NAME 10 64,12 + 45,40 0,25+0,16 25
+ SF3.5 25 72,37 + 72,37 0,12 +0,12° 12,5°
B
Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 2,50 £ 0,56 7,75+ 1,64
SF35 25 3,87 +0,78* 18,00 + 3,75**
L-NAME 10 1,87 £ 0,51 512+1,15
+ SF35 3,00+ 1,15 5,12 +1,16°

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF3.5 (25 mg/kg/i.p.), L-
NAME 10 mg/kg/i.p. sozinho ou em combinagdo com SF35 30 ou 60 min antes do inicio
do experimento. Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 8)
do tempo de laténcia para a primeira ere¢ao ou do numero de ere¢des ou porcentagem
de animais com eregdo ou do numero de erection-like ou do numero de grooming
genital durante um periodo de observacdo de 30 min. **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs
Controle, ®p < 0,01 vs SF3.5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 10. Efeito do azul de metileno sobre a atividade pro-erétil de SFs5 (A) e sobre a

atividade de SF3.5 nos parametros comportamentais (B) em camundongos.

A
Grupo Dose Laténcia 1° N° de eregdes % animais
erecgao (s) com eregao
Controle - - 0,00 £ 0,00 0
SF3s 25 663,87 + 178,60 1,00+0,26** 75**
Azul de metileno 1 187,5 + 187,50 0,12+0,12 12,5
+ SF3s 25 381,122 + 203,71 0,50 + 0,26 37,5°
B
Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 3,12+ 0,78 7,62 +1,69
SF35 25 3,87 +£0,78* 18,00 + 3,75**
Azul de metileno 1 5,62+ 0,12 15,50 + 3,85
+ SF35 25 3,75+1,65 12,87 £ 6,21

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
Azul de Metileno 1 mg/kg/i.p. sozinho ou em combinagcéo SF35 30 ou 60 min antes do
inicio do experimento. Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média
(n = 8) do tempo de laténcia para a primeira erecado ou do numero de eregcdes ou
porcentagem de animais com eregao ou do numero de erection-like ou do numero de
grooming genital durante um periodo de observacédo de 30 min. *p < 0,05 e **p < 0,01
vs Controle, ®p < 0,01 vs SF3.5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.3.2. Avaliagao do efeito da fluoxetina sobre a atividade proé-erétil de SF;.s.

A administragao subcutédnea de uma unica dose de Fluoxetina (10 mg/kg, 30 min
antes da observagao) diminuiu o numero de erection-like (*p < 0,01 vs Controle). Nao
foram observados efeitos significativos no niumero de grooming genital e 25 % dos
animais apresentaram erecgao (Tabela 11). O efeito pré-erétil de SF35 foi reduzido em
50 % (*p < 0,05 vs SF3.5) pela Fluoxetina bem como o numero de grooming genital (**p
< 0,01 vs SF3.5).

Apos 13 dias de tratamento, ndo houve alteragdes significativas nos parametros
observados nos animais que receberam Fluoxetina. Os animais que foram tratados
durante 13 dias com Fluoxetina e no 13° dia receberam SF;.5 apresentaram um menor
numero de erection-like e grooming genital, bem como uma redu¢do do numero de

animais com eregao para 50 % (Tabela 12).



Tabela 11. Efeito da fluoxetina sobre a atividade pré-erétii de SFss (A) e nos

parametros comportamentais de erecdo em camundongos (B).

A

Grupo Dose Laténcia1®erecao N° de eregoes % animais

(s) com eregéo

Controle - - 0,00 + 0,00 0
SF35 25 666,87 + 170,42 1,50+0,56* 75**
Fluoxetina 10 265,62 + 204,35 0,25+ 0,46 25
+ SF3.5 25 166,00 + 108,32 0,75+ 0,36 37,5°
B

Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 2,50 +£ 0,56 7,75+ 1,64
SF35 25 5,00 + 1,08* 15,25 + 2,82**
Fluoxetina 10 1,12 £ 0,35* 6,37 + 1,55
+ SF35 25 0,50+0,18 3,62 +2,25°

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
Fluoxetina 10 mg/kg/s.c. sozinha ou em combinacdo SF35 30 ou 60 min antes do inicio
do experimento. Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (n = 8)
do tempo de laténcia para a primeira ere¢édo e do numero de ere¢des ou porcentagem
de animais com erecdo (A) ou do numero de erection-like e de grooming genital (B)
durante um periodo de observagao de 30 min. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs
Controle e p < 0,05 vs SF3 5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



Tabela 12. Efeito do tratamento durante 13 dias com Fluoxetina sobre a atividade pro-
erétil de SF35 (A) ) e nos parametros comportamentais de eregdo em

camundongos (B).

A
Grupo Dose Laténcia 1° erecdo N° de eregoes % animais
(s) com erecao
Controle - - 0,00 £ 0,00 0
SF35 25 666,87 + 170,42 1,50+0,56* 75%**
Fluoxetina™® ¥ 10 86,12 + 44,16 0,37 £ 0,18 37,5
+ SF35 25 496,12 + 194,37 0,75+ 0,25 50*
B
Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 2,50 £ 0,56 7,75+ 1,64
SF35 25 5,00 + 1,08* 15,25 + 2,82**
Fluoxetina™®® 10 0,75+0,18 4,37 +1,14
+ SF35 25 2,12+1,14 10,37 £ 2,22

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (25 mg/kg/i.p.),
Fluoxetina 10 mg/kg/s.c. ("> durante 13 dias sozinha ou em combinagéo SFs.5 30 ou 60
min antes do inicio do experimento. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdao da média (n = 8) do tempo de laténcia para a primeira erecédo € do numero de
erecdes ou porcentagem de animais com erecao (A) ou do numero de erection-like e
de grooming genital (B) durante um periodo de observagédo de 30 min. *p < 0,05 e ***p
< 0,001 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.4. AVALIAGAO DO EFEITO PRO-ERETIL DE SF;.5 IN VITRO

5.4.1. Efeito de SF3.5 na jungao neuromuscular autonémica de canal deferente

de camundongo.

O canal deferente € um tubo com inervagcdo predominantemente simpatica
(STJARNE, 1989) que contrai fortemente durante a ejaculacdo para expelir de forma
unidirecional o esperma através do ducto ejaculatério. Esta € uma preparagao classica

para a elucidagao da transmissdo neuromuscular autonémica.

A neurotransmissdo do canal deferente de roedor €& estudada através da
estimulacao elétrica da inervacdo de preparagdes isoladas. Isso é feito através da
aplicagdo de estimulos em pulsos simples ou trens de estimulo (VENTURA 1998). As
contragdes musculares sdao mediadas pela liberacdo de noradrenalina e ATP, agindo

como co-transmissores (WITT, 1991).

A incubagédo dos tecidos com SF3.5 afetou a resposta ao estimulo elétrico (SFs.5
8, 16 e 32 ug/mL; *p < 0,05 vs Controle e SF35 64 pg/mL; **p < 0,01 vs controle). Os
dados podem ser vistos no Anexo | e no Grafico 9. Também houve inibicado da
contragao induzida por Noradrenalina 10 uM (***p < 0,001 vs Controle, Anexo J), no

entanto no SF3.5 ndo interferiu na contragéo induzida por ATP (Grafico 10).
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Grafico 9. Efeito de SF35 no canal deferente de camundongo estimulado eletricamente
(ECE 0,1 Hz). Os dados estao dispostos como média + erro padrdao da média da

porcentagem da resposta maxima (Rnax) obtida. *p < 0,05 e **p < 0,01 vs Controle,
ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.
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Figura 25. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3 5 na contragao induzida
por estimulo elétrico (0,1 Hz) em canal deferente de camundongos.



140

0 120 -
©
5
[ 100 1
0
(8]
s\: 80 |
zg 60 -
O
e
£ 40 -
o
© 20
Xk Xk Xk
Controle SF;_; Controle SF; s
NORA 10 uM ATP 30 uM

Grafico 10. Efeito de SF35 na contracido induzida por Noradrenalina e ATP em canal
deferente de camundongo. Os tecidos foram incubados com SF3.5 64 ng/mL ou DMSO
(Controle — adicionado de forma isovolumétrica) e em seguida estimulados com
Noradrenalina 10 uM (NORA) ou ATP 30uM. Os dados estdo expressos como média +
erro padrao da média (n = 6) da porcentagem da resposta maxima (Rmax) obtida. ***p <
0,01 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



5.4.2. Efeito de SF3.5 no corpo cavernoso de coelhos

5.4.21. Efeito sobre o relaxamento induzido por estimulo elétrico
transmural (ECE)

Em experimentos controle iniciais o efeito da estimulagcdo por ECE, que evoca
uma resposta nervosa nao-adrenérgica nao-colinérgica cujo maior componente é
nitrérgico, isto € mediado por NO de origem neuronal. A resposta relaxante obtida na
frequéncia maxima utilizada (16 Hz) foi de 61,22 + 9,18 % e de 70,33 + 1,40 % para a
frequéncia minima (2 Hz) . A incubagdo dos tecidos com SFj.5 afetou a resposta ao
ECE na frequéncia minima estudada (SF3;s 30 pug/mL; 46,88 + 0,73 %; *p < 0,05 vs
controle e SF35 100 pug/mL; 40,38 + 9,62; **p < 0,01 vs controle DMSO). Os dados

podem ser vistos no Anexo L e no Grafico 11.
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Grafico 11. Aumento do relaxamento induzido por ECE (2 Hz) por SF3.50s dados estéao
expressos como média + erro padrao da média (n = 4) da porcentagem de relaxamento

dos tecidos contraidos com Fenilefrina 10 uM.*p < 0,05 vs Controle. ANOVA seguida de
Student-Newman-Keul.



5.4.2.2. Efeito sobre a contragao induzida por Fenilefrina 10 uM

A resposta relaxante maxima induzida por SF3;.5 em tiras de corpos cavernosos
de coelhos pré-contraidos com Fenilefrina 10 uM foi de 5,69 + 7,64 % (SF3.5 300 ng/mL;
**n < 0,01 vs Controle), como visto no Anexo M e no Gréfico 12. A Figura 26 mostra o
relaxamento e a recuperagao do tecido apds um periodo de 30 minutos de lavagem.
Em tecidos incubados com L-NAME 100 uM houve relaxamento total (SF3.5 300 pug/mL;
***p < 0,001 vs Controle, Anexo M e Grafico 14). Nos tecidos incubados com ODQ 10
uM a resposta relaxante maxima foi de 2,26 + 5,25 % (SF35 300 ug/mL; **p < 0,01 vs
Controle, Anexo N e Gréfico 15). A resposta maxima em tecidos incubados com TTX 1
uM foi 6,66 + 0,00 % (SF3.5 100 pg/mL; **p < 0,01 vs Controle, Anexo O e Grafico 16).
A pré-incubagao com Glibenclamida 100 uM, assim como com Atropina 10 uM, também
levou ao relaxamento maximo dos tecidos (***p < 0,001 vs Controle, Anexo P e Grafico
17 e **p < 0,01 vs Controle, Anexo R e Grafico 19, respectivamente). SF3.5 300 pug/mL
levou a um relaxamento de 3,57 = 7,14 % nos tecidos pré-incubados com

Apamina+Caribdotoxina 0,1 uM (**p < 0,01 vs Controle, Anexo Q e Grafico 18).

A incubacdo dos tecidos com Acido Niflumico 100 uM levou a um incremento da
resposta de SF;5 nas doses de 1 ug/mL (34,09 + 11,37 %, ***p < 0,001 vs SF35 € vs
Controle), 3 ug/mL (7,57 £ 7,57 %, *** p < 0,001 vs SF35 e vs Controle) e 10 ug/mL
(0,00 + 0,00 %, *** p < 0,00 vs SF3.5 e vs Controle). Estes dados estdo demonstrados

no Anexo S e no Grafico 20.
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Grafico 12. Curva dose-resposta de SF3;5 na contragdo induzida Fenilefrina 10 uM
(Fen) no corpo cavernoso de coelhos. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo da média (n = 4).*p < 0,05, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs
Controle (veiculo).
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Figura 26. A. Registro fisiografico representativo do efeito de SF35 (A) na contragao
(Fen) em corpos cavernosos de coelhos. B.

induzida por Fenilefrina 10 uM
Recuperacéao do tecido apds um periodo de 30 min de lavagem.
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Grafico 13. Efeito de SF3;5 na contragdo induzida Fenilefrina 10 uM (Fen) e na
contragao induzida por K 60 mM na presenca de Guanetidina 10 uM (G) e Fentolamina
10 uM (G) em corpo cavernoso de coelhos.
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Figura 27. Registro fisiografico representativo do efeito de SFzs5 (A) na contracéo
induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen) e na contragédo induzida por K* 60 mM na presenca
de Guanetidina 10 uM (G) e Fentolamina 10 uM (F) em corpos cavernosos de coelhos.
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Grafico 14. Efeito do L-NAME no relaxamento do corpo cavernoso induzido de coelhos
por SF35 em resposta a contragdo induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen). Os dados
estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (n = 4) da porcentagem da

resposta maxima (Rmax) obtida. **p < 0,01 e ***p < 0,001, ANOVA seguida de Student-
Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).
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Figura 28. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3.5 na contragcdo induzida

por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenga de L-NAME
100 uM.
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Grafico 15. Efeito do ODQ no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos induzido por
SF35 em resposta a contragao induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen). Os dados estao
expressos como média + erro padrao da média (n = 4).**p < 0,01, ANOVA seguida de
Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma isovolumétrica).
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Figura 29. Registro fisiogafico representativo do efeito de SF3.5 na contracdo induzida

por Fenilefrina 1
uM.

0 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenga de ODQ 10
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Grafico 16. Efeito da TTX no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos induzido por
SF35 em resposta a contragao induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen). Os dados estao
expressos como média + erro padrao da média (n = 4).**p < 0,01, ANOVA seguida de
Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma isovolumétrica).
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Figura 30. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3 5 na contragao induzida
por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenca de TTX 1

uM.
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Grafico 17. Efeito da Glibenclamida no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos
induzido por SF35 em resposta a contragéo induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen). Os
dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n = 4).*p < 0,05, **p < 0,01
e *™p < 0,001, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO
adicionado de forma isovolumétrica).
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Figura 31. Registro fisiografico representativo do efeito de SF35 na contragao induzida
por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenca de
Glibenclamida (GLIB) 10 mM.
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Grafico 18. Efeito da Apamina (Apa) + Caribdotoxina (Car) no relaxamento do corpo
cavernoso de coelhos induzido por SF3;s em resposta a contragdo induzida por
Fenilefrina 10 uM (Fen). Os dados estdo expressos como média + erro padréo da
média (n = 4).**p < 0,01, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs Controle
(veiculo).
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Figura 33. Registro fisiografico representativo do efeito de SF35 na contragao induzida
por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenga de Apamina
(Apa) e Caribdotoxina (Car) 0,1 uM.
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Grafico 19. Efeito da Atropina no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos induzido
por SF35 em resposta a contragdo induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen). Os dados
estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 4).**p < 0,01 e ***p < 0,001,
ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma
isvolumétrica).
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Figura 33. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3.5 na contragdo do corpo
cavernoso de coelhos induzida por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de
coelhos na presencga de Atropina (Atrop) 10 uM.



¢ Controle
B SF; 5 i
A SF; g + Ac. Nifl.

100 -

75 -

Contracao (% Fen)
u
(<)

0 *i*
0 1 3 10
ng/mL

Grafico 20. Efeito do Acido Niflumico (Ac. Nifl) no relaxamento do corpo cavernoso de
coelhos induzido por SF35 em resposta a contragdo induzida por Fenilefrina 10 uM
(Fen). Os dados estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (n = 4).***p <
0,001 vs Controle (DMSO adicionado de forma isovolumétrica), ?p < 0,01 e bp < 0,001
vs SF3.5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul .
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Figura 34. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3 5 na contragao induzida
por Fenileffina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos de coelhos na presenca de Acido
Niflumico (Ac. Nifl.) 10 uM.



5.4.2.3. Efeito sobre a contragio induzida por K 60 mM

A pré-incubacdo com SF3.5 inibe a contracdo do corpo cavernoso induzida por K*
60 mM. A resposta relaxante maxima induzida por SF;5 foi de 30,73 + 17,10 % (SFs5

300 pug/mL; *p < 0,01 vs Controle), como visto no Anexo T e na Figura 35.

M\
| r .-r\t
|
SF, .. SFys SF, ..
30 ug/mL, | 100 ug/my| 300 ug/mL
.,‘. ‘_“-___-___2——“" \ ° r k N [ ] S —
K+ 60 mM * o o
+
K* 60 mM K+ 60 mM K+ 60 mM

Figura 35. Registro fisiografico representativo do efeito da pré-incubagdo com SF35 na
contrag&o induzida por K 60 mM em corpos cavernosos de coelhos.



5.2.2.4. Efeito sobre a contragio induzida por PGF,, 10> M

Nos tecidos incubados com Nifedipina 10 uM e EGTA 100 uM a resposta
relaxante maxima foi de 52,45 + 8,05 % (SFss 300 pug/mL; ***p < 0,01 vs Controle,
Anexo U e Grafico 21).
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Grafico 21. Efeito de SF35 no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos em resposta
a contragdo induzida por PGF,, 102 M na presenca de Nifedipina 10 uM e EGTA 100
uM. Os dados estdo expressos como média = erro padrdo da média (n = 4) da
porcentagem da resposta maxima (Rmsx) obtida.*p < 0,05 e **p < 0,001, ANOVA

seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma
isovolumétrica).
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Figura 36. Registro fisiografico representativo do efeito de SF3.5 na contragcdo induzida
por PGF,, 10° M em corpos cavernosos de coelhos na presenca de Nifedipina 10 uM e
EGTA 100 pM.



5.2.3. Efeito sobre a contragao do corpo cavernoso humano induzida por

Fenilefrina 10 uM.
A resposta relaxante maxima induzida por SF3;.5 em tiras de corpos cavernosos

humanos pré-contraidos com Fenilefrina 10 uM foi de 100 % (SF3s 100 ug/mL; *p <

0,01 vs Controle), como visto na Anexo V e no Grafico 22.
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Grafico 22. Efeito de SF3.5 no corpo cavernoso humano pré-contraido com Fenilefrina
10 uM (Fen). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n = 4) da
porcentagem da resposta maxima (Rmax) obtida. Os dados estado expressos como média
+ erro padrao da média (n = 4). *p < 0,05, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs
Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).
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Figura 37. Registro fisiogréafico representativo do efeito de SF3.5 na contragdo induzida
por Fenilefrina 10 uM (Fen) em corpos cavernosos humanos.
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As drogas que provocam alteragbes na mente, especialmente extraidas de
plantas, sempre fascinaram o homem (CARLINI, 2003). No entanto, pouca atengéo tem
sido dada pela comunidade cientifica ao potencial benéfico das plantas com atividade
psicoléptica e psicoanaléptica (DELAY, 1961).

Muitas razbes contribuiram para a introdugdo das plantas na terapéutica, entre
elas o fato (errébneo) da populacdo acreditar que a origem natural torna o produto
menos toxico do que as drogas sintéticas. Além disso, a industria farmacéutica passou
a entender que as plantas podem ser um bom negdcio, uma vez que a populagao é

disposta a utilizar formas alternativas de terapias (CARLINI, 2003).

Um estudo de Eisenberg et al. (1993) mostrou que em torno de 28 % dos
cidadaos americanos utilizam tratamentos alternativos para alteragdes do SNC como
insénia, cefaléia, ansiedade e depressao e dentre estes, 3 % utilizam medicamentos

obtidos de plantas.

A natureza proporciona uma variedade de plantas possuidoras de propriedades
estimulantes do SNC, entre as plantas brasileiras 103 estdo relacionadas como

excitatorias, analépticas, antiexaustivas e afrodisiacas (MORS ET AL., 2000).

O estudo quimico da fragao rica em alcaldides extraida da casca da raiz de
Aspidosperma ulei Markgr. (SFs.5) demonstrou a presencga de trés alcaldides inddlicos:
uleina, nor-uleina e tetrahidro-3,14,4,21-elipticina. Um estudo de Banerjee e Lewis
(1954) com o caule de Aspidosperma ulei mostrou efeito relaxante da musculatura
uterina, agédo estimulante central, antagonismo do efeito hipertensivo da adrenalina e
atividade amebicida in vitro. Além deste relato farmacoldgico existem somente outros

dois artigos publicados relatando a presenga da uleina, da 1,2-dihidro-olivacina e da



1,2-dihidro-elipticina na casca da raiz de Aspidosperma ulei (SCHMUTZ ET AL., 1957,
LEHNER E SCHMUTZ, 1961).

- Aspectos toxicoldégicos de SF;.5

Para o lancamento de um fitoterapico no mercado nacional deve-se
comprovar, entre outras exigéncias, a seguranca e eficacia do produto
(RIBEIRO ET AL., 2005). Esta comprovagao pode ser estabelecida através
da realizagdo de testes de seguranca (toxicologia pré-clinica e clinica) e de
eficacia terapéutica (farmacologia pré-clinica e clinica).Vale ressaltar que,
nos ultimos anos, esta opcao fez com que houvesse uma aproximacao das
empresas com o0s centros de pesquisas brasileiros, possibilitando a
realizacdo de parcerias para a execugao de alguns desses estudos
(ALVES, 2004).

A DLsg de SF35, administrada por via intraperitoneal, foi estabelecida utilizando
camundongos. O valor encontrado foi de 400 + 40 mg/kg. No presente estudo, as doses
utilizadas para tratamento com SF35, definidas apds estudos preliminares em nosso
laboratério, foram de 25 e 50 mg/kg, correspondendo a 1/16 e 1/8 da DLsy,

respectivamente. Em um unico experimento foi utilizada a dose de 100 mg/kg.

Nas doses utilizadas, os animais tratados néo apresentaram sinais de toxicidade
ou comportamento anormal, mostrando que as doses empregadas sao seguras e livres

de toxicidade.

Muitos laboratérios de produtos naturais tém inserido dentro de suas rotinas de
isolamento, purificacao e elucidacao estrutural, diversos ensaios biolégicos simples, no
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na procura
de substancias bioativas (HAMBUEGER & HOSTETTMANN, 1991).



Dentre estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia sp., que se
caracteriza por ser de baixo custo, rapido e nao exigir técnicas assépticas. Inumeros
constituintes bioativos tém sido obtidos de extratos vegetais utilizando este teste de
monitorizagdo de estudos fitoquimicos (SIQUEIRA ET AL., 1998). A Artemia sp. € um

microcrustaceo de agua salgada que é utilizado como alimento vivo para peixes.

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia sp. com
atividades parasiticida (SAHPAZ ET AL., 1994), antifungica, viruscida e antimicrobiana
(MACRAE ET AL., 1998) entre outras.

Neste teste, a CLsg encontrada foi de 3,94 ug/mL [1,84 — 6,92], cerca de cinco
vezes mais toxica do que o dicromato de potassio, conhecida substancia toxica para
Artemia sp. Este resultado pode estar relacionado a presenca da tetrahidro-3,14,4,21-
elipticina, pois a elipticina e os seus analogos possuem comprovada acgao citotdxica
(HAGG ET AL. 2004) ou a presenga da uleina, uma vez que o extrato de
Aspidosperma tomentosum (rico em uleina) mostrou ser ativo no teste de Artemia sp.
além de atividade tripanosomicida (ABREU E SILVA ET AL., 2002).

- SF3.5 e alteragc6es no SNC

O uso de modelos experimentais em diversas disciplinas médicas €& bastante
difundido, desde a introdugédo da patologia experimental por Claude Bernard, no século
passado. O campo da Farmacologia Comportamental usa conceitos derivados tanto da
Farmacologia quanto da Psicologia para estudar as interagbes entre drogas e
comportamentos (LAPA ET AL., 2003) e o camundongo tornou-se rapidamente o
mamifero preferido para os estudos comportamentais em neurociéncias (BURNS-
CUSATO ET AL., 2004). Apesar da variedade de animais disponiveis, o camundongo
possui caracteristicas unicas além de possuir semelhancas genéticas e
comportamentais com os humanos (VAN MEER & RABER, 2005).



Como SF3s5 € constituida de alcaldides inddlicos e foi relatada uma acéao
estimulante central em camundongos e coelhos tratados com alcalbides extraidos do
caule de Aspidosperma ulei (BANERJEE & LEWIS, 1954), foram realizados testes que
detectam atividade sobre o SNC a fim de evidenciar uma possivel acao central em

camundongos tratados com SFj.s.

A atividade comportamental dos animais, especialmente roedores, em varios
equipamentos de laboratério pode ser resultado de diferentes tendéncias ou “impulsos”,
isto é, pode ser uma atividade especifica relacionada a exploracdo do ambiente ou a
esquiva de aspectos particulares do aimbiente, ou ainda, simplesmente um atividade
geral inespecifica (LAPA ET AL, 2003)

No screening realizado para detectar atividade sobre o SNC, SF;. mostrou
aumentar a atividade locomotora dos animais, indicando estimulagao central. No teste
do campo aberto, houve um aumento da atividade locomotora espontanea sem, no
entanto, alterar o tempo de permanéncia na barra giratoria no teste de “Rota-rod”, ou

seja, aumentou a motilidade dos animais sem alterar a coordenagdo motora.

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE), um dos mais populares modelos
animais para o estudo da ansiedade, é baseado na aversdo natural que os roedores
apresentam aos lugares abertos (PELLOW & FILE, 1986). Neste modelo, os animais
tratados com SF35 apresentaram comportamento do tipo ansiogénico caracterizado

pelo aumento do tempo de permanéncia nos bracos fechados do LCE.

O teste da placa perfurada € uma medida do comportamento exploratério de
roedores (FILE & WARDILL, 1975). Os mergulhos de cabeca dos camundongos sao
aceitos como um parametro de avaliacdo do estado de ansiedade do animal. Neste
modelo, doses ndo sedativas de benzodiazepinicos e outras drogas ansioliticas
aumentam o numero de exploragbes feitas pelos camundongos, enquanto os seus

antagonistas diminuem (CRAWLEY, 1985). SF3 5 diminuiu significativamente o niumero



de exploragdes, demonstrando uma atividade do tipo ansiogénica, como demonstrada
no LCE.

Este efeito do tipo ansiogénico ndo pode ser relacionado a depressao motora
uma vez que SFs3s induziu aumento da atividade locomotora espontdnea como
demonstrado no teste do campo aberto. Pode-se especular se esta atividade nao
estaria relacionada a ativagédo de receptores 5-HTg/2c, atuagdo como agonista inverso
dos receptores para benzodiazepinicos ou antagonismo do receptor GABAa
(RODGERS ET AL., 1997). Pode-se ainda avaliar um aumento nas concentragdes de
GMP. intracelular, uma vez que ja foi sugerido que a via NO/GMP. hipocampal é

responsavel por alteracées no humor (KURT ET AL., 2004).

Houve reducédo no tempo de sono induzido por pentobarbital nos animais pré-
tratados com SF3;.5. As drogas estimulantes do SNC, em geral, reduzem a duracao do
sono induzido. No entanto, drogas metabolizadas no figado podem alterar os
parametros registrados como consequéncia de uma interagdo farmacocinética (LAPA
ET AL., 2003).

O termo adaptdgeno foi inicialmente utilizado por Lazarev em 1947 para definir
uma substdncia que pode desenvolver um estado de resisténcia, permitindo o
organismo trabalhar em diferentes situagdes de estresse. As plantas adaptdégenas sao
capazes de aumentar a capacidade fisica do animal (CARLINI, 2003). Como
consequéncia, existe uma melhora nas condicbes de saude, que podem ser
manifestadas como aumento da fungdo cognitiva e aumento da performance sexual
(CARLINI, 1989). Por outro lado, torna-se dificil saber se os beneficios sdo mediados
diretamente pelo SNC ou pelo sistema endécrino (WAGNER ET AL., 1994).

O teste da natacado forcada (PORSOLT ET AL., 1977) é extensamente utilizado
para predizer eficacia antidepressiva e adaptégena (BORSINI & MELI, 1988). O
fendmeno comportamental observado neste procedimento parece ser resultado da

exposi¢cao a uma situagado inescapavel, e o animal divide seu comportamento em



periodos de atividade vigorosa (comportamento de procura) e de imobilidade
(comportamento de espera) (STERU ET AL., 1985). A imobilidade observada neste
modelo significa um “comportamento de desespero” e drogas antidepressivas a
antagonizam (FERNANDEZ-TERUEL ET AL., 1990).

Neste estudo, os animais tratados com SF3s5 mostraram uma diminuigao
significativa na imobilidade induzida pelo nado for¢cado quando comparados ao grupo
controle, sugerindo uma atividade do tipo antidepressiva. Contudo, pode-se ainda
relacionar este efeito ao aumento da atividade locomotora, uma vez que a mesma dose
que levou a uma diminuigdo do tempo de imobilidade (50 mg/kg) promoveu aumento do

numero de cruzamentos no teste do campo aberto.

- Efeito pro-erétil de SFs.5 in vivo

A disfuncéo erétil (DE) afeta uma grande fragdo da populagao adulta masculina e
pode alterar a qualidade de vida dos pacientes e de suas parceiras (SPERLING ET AL.,
2002). No Brasil, a DE é uma queixa comum afetando em algum grau cerca de 25
milhdes de individuos do sexo masculino (MOREIRA ET AL., 2001).

Apesar do sildenafil ser um agente farmacoldgico extremamente utilizado para o
tratamento da DE, o seu uso possui contra-indicagdes, como a utilizagdo concomitante
com os nitratos (LUE, 2000). Esta droga também esta associada ao risco cardiovascular
em alguns pacientes, como aqueles com doenga cardiaca coronariana grave e
recentemente foram relatados casos de perda da visdo em pacientes usuarios
(POMERANZ & BHAVSAR, 2005). Além do mais, formas alternativas de tratamento
possuem interesse clinico, incluindo os extratos de plantas, que muitos pacientes

preferem como modalidade terapéutica (GUIRGUIS, 1998).

A popularidade dos agentes fitoterapéuticos entre muitos pacientes e médicos
contrasta com a escassez de evidéncias cientificas que confirmem a efetividade,

seguranga e mecanismo de acao (SPERLING ET AL., 2002). Varios extratos de



produtos naturais tém sido utilizados extensivamente com o intuito de tratar a
impoténcia (DEUTSCH ET AL., 1994). Um destes extratos, denominado “Quebracho”
derivado do caule de Aspidosperma quebracho blanco tem sido utilizado durante
séculos na América do Sul e foi introduzido, com esta indicacdo, na Europa no século
XIX (GUIRGUIS, 1998).

Uma variedade de mecanismos tem sido descrita como alvos potenciais para o
tratamento médico da DE, incluindo as fosfodiesterases, receptores dopaminérgicos
centrais, receptores periféricos para prostaglandinas e receptores noradrenérgicos o
(MORELAND ET AL., 2001). A fracdo SF3.5 apresentou efeito estimulante central e a
ioimbina, um alcaldide inddlico antagonista dos receptores noradrenérgicos a, utilizado
no tratamento da impoténcia masculina (TAM ET AL., 2001), também apresenta
estimulagao central (EROGLU & GUVEN, 1998; MATSUMOTO ET AL., 1997). O fato de
SF3.5 apresentar em sua composicao trés alcaldides inddlicos e de mostrar efeito
estimulante central levou-nos a avaliar uma possivel atividade de SF3;s sobre o

comportamento sexual de camundongos machos.

Os estudos sobre a fisiologia do musculo liso cavernoso aumentaram o numero
de drogas disponiveis para o tratamento da disfungédo erétil (MAGGI ET AL., 2000).
Muitos extratos de plantas sao tradicionalmente utilizados em diferentes culturas com o
objetivo de melhorar a performance sexual (CICERO ET AL., 2001). A pesquisa de
produtos naturais pode ser guiada pelo conhecimento etnofarmacolégico, e este
conhecimento contribui de forma substancial para a descoberta de drogas inovadoras
através da introducdo de novas estruturas quimicas e/ou mecanismos de acéao
(HARVEY, 1999).

Dentre os varios extratos de produtos naturais que tém sido utilizados para o
tratamento da DE temos o “Quebracho” originado do caule de Aspidosperma quebracho
blanco, este extrato ja mostrou inibir as contragcbes do musculo liso de tecidos
humanos, do corpo esponjoso e cavernoso de coelhos e do canal deferente de cobaias

e além disso é constituinte de uma droga afrodisiaca conhecida como Afrodor 2000



(Farco-Pharma GmbH, Cologne, Germany) (DEUTSCH ET AL., 1994). Em 2002,
Sperling et al. mostraram que o extrato do caule de Aspidosperma quebracho blanco,
que é utilizado como droga de prescrigdo para o tratamento da DE em alguns paises,
liga-se aos receptores noradrenérgicos o4 € ap € esta agdo parece ser causada

predominantemente pela ioimbina contida no extrato.

O objetivo inicial deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de eregdes em
camundongos tratados com SF3s. Os resultados demonstram que SFs.5 exerce efeito
pro-erétil em camundongos. As duas doses de SFs;5 utilizadas (25 e 50 mg/kg/i.p.)
aumentaram significativamente o numero de camundongos apresentando eregbes de

0/8 para 6/8. Neste estudo a dose de 25 mg/kg mostrou ser mais eficaz.

Os eventos vasculares que promovem a erecdo peniana sdo dependentes da
inervagao simpatica e parassimpatica (DE GROAT & BOOTH, 1993). Estes neurdnios
medulares estdo sob o controle supramedular. A noradrenalina e a adrenalina s&o
potenciais candidatas a mediar o relacionamento entre os centros supramedulares
envolvidos no controle da ere¢cdo peniana e os neurbnios medulares pré-ganglionares
(GIULIANO & RAMPIN, 2000ab). A inervagao simpatica modula a contragao toénica do
musculo liso peniano durante o estado flacido (GIULIANO ET AL., 1993) e também
regula indiretamente a erecédo peniana através do controle dos vasos sanguineos e da

vasculatura peniana em modelo animal de eregéo induzida centralmente.

Os estudos sugerem que um aumento da atividade noradrenérgica estimula a
funcdo sexual, enquanto que a diminuicdo desta atividade inlbe (BITRAN & HULL,
1987). Ratos que receberam clonidina diretamente na MPOA tiveram o comportamento
sexual suprimido (CLARK, 1991). Esta supressédo foi inibida pelo pré-tratamento com

antagonistas o .

Contudo, apesar de varios antagonistas ay, principalmente a ioimbina,
terem mostrado aumentar a resposta sexual em ratos, a pobre eficacia

terapéutica da ioimbina no uso clinico, em homens com DE provoca duvidas



em relacdo a significancia dos mecanismos noradrenérgicos centrais no
controle da funcao erétil (ANDERSSON, 2001; ANDERSSON & STIEF, 2001).

A participagao da dopamina da fisiologia da ere¢ao foi sugerida nos anos 60 pelo
achado ocasional em pacientes com Parkinson que utilizavam agonistas
dopaminérgicos e apresentavam aumento da atividade sexual (GIULIANO, 2002). A
apomofina, em particular, suprime as oscilagdbes motoras da doenca e ao mesmo
tempo, em alguns pacientes masculinos, estimula a eregdo (COTZIAS ET AL., 1974).
Estudos subseqlentes demonstraram que a apomorfina, um agonista dopaminérgico
semi-sintético, poderia induzir erecbes em homens portadores de disfuncao erétil
(GIULIANO, 2002).

Os receptores dopaminérgicos estao distribuidos em varias regides cerebrais,
com alta densidade nos nucleos da base (ANDERSSON & STIEF, 2001). Tanto a
familia de receptores D1 (D1 e Ds) como a D, (D,, D3 e D4) esta associada a fungao
erétil de origem central (SIBLEY, 1999). O receptor D, parece ser responsavel pela

maioria dos efeitos comportamentais relacionados a dopamina (ANDERSSON, 2001).

A erecéo derivada da estimulagdo dos receptores D, na regido paraventricular
aparentemente envolve a neurotransmissado ocitocinérgica (CARTER, 1992). Os
neurénios dopaminérgicos estimulam os corpos celulares ocitocinérgicos no PVN
(BUJIS, 1978) e a erecao peniana induzida por apomorfina € prevenida de forma dose-
dependente por antagonistas dos receptores ocitocinérgicos (MELIS ET AL., 1989) ou
pela deplegédo do conteudo central de ocitocina (ARGIOLAS ET AL., 1987).

Ao contrario, a injegdo de ocitocina no PVN induz ere¢des que nao sao
atenuadas por antagonistas dopaminérgicos, sugerindo que 0s neurdnios
dopaminérgicos ativam os neurdnios ocitocinérgicos no PVN e que a ocitocina liberada
contribui para a resposta erétil (ANDERSSON & STIEF, 2001).



O NO liberado pelos neurbnios parassimpaticos penianos é reconhecido como o
principal neuromediador periférico responsavel pela ere¢cdo peniana (RAMPIN &
GIULIANO, 2001). O NO também atua centralmente para controlar a eregao. Injegoes
intracerebroventriculares e intra-PVN de L-NAME inibem as ere¢cdes em ratos machos
na presenga de inacessiveis fémeas na fase e estro. Estes dados reforgam a hipotese
de um papel central para o NO no controle da eregao peniana. A produgdao de NO

aumenta no PNV durante as ere¢cdes sem contato e copulagao (MELIS ET AL., 1998).

Em outro estudo, os niveis de NO foram alterados no PVN de ratos conscientes
tanto por didlise de L-arginina, levando a um aumento localizado da produgdao de NO
(SATO ET AL., 1999). Os corpos neuronais nitrérgicos estdo presentes nas populagdes
pré-ganglionares simpaticas e parassimpaticas, mas o papel do NO na regulacéo

medular da eregao peniana ainda nao esta esclarecido (RAMPIN & GIULIANO, 2001).

A clonidina, uma droga agonista dos receptores oy, inibiu as ere¢des induzidas
por SF3.5, mostrando que SF3;.5 pode estar atuando através do sistema noradrenérgico.
O haloperidol, na dose testada, ndo induziu nenhuma resposta sexual nos
camundongos. Os dados obtidos apds o tratamento combinado com SF;5 revelaram
que o haloperidol, um antagonista dopaminérgico n&o seletivo, inibe as erecdes
induzidas por SF3s5. Baseado nos dados mencionados pode-se dizer que o sistema
dopaminérgico pode ser responsavel pela expressdao do comportamento sexual

induzido por SF3.5s em camundongos.

Como a ioimbina atua tanto no sistema noradrenérgico como dopaminérgico
(RODRIGUEZ-MANZO, 1999) e os resultados mostraram que SF3.5 possui efeito do tipo
ioimbina, é provavel que o efeito de SF3;5 seja devido ao alto teor de alcaldides
inddlicos contido na fragdao. Os agonistas dopaminérgicos aumentam a atividade da NO
sintase e sabe-se que o NO participa na condugdo de importantes sinais intra e
extracelulares da fungédo erétil (HEATON, 2000). Considerando isto, foi utilizado um

inibidor da NO sintase (L-NAME) e houve uma diminui¢ao da atividade de SF3s.



Foi avaliado ainda se SFj.5 estaria atuando de forma similar ao sildenafil, um
inibidor especifico da PDEs. Para isto foi utilizado o azul de metileno, um inibidor da
guanilato ciclase. O pré-tratamento com azul de metileno e consequiente diminui¢ao dos
niveis de GMP, reduziu em 50 % a resposta pro-erétil de SF3.5. A inibicao do efeito proé-
erétil de SF3.5 pelo azul de metileno pode indicar uma atuacdo de SF35 através do
sistema NO/GMP,

De acordo com os resultados demonstrados pode-se constatar que SF3.5 induz
erecao peniana em camundongos e que os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e

nitrérgico podem estar envolvidos nesta acéo.

Neste mesmo modelo avaliou-se a presenga do grooming genital. Os resultados
mostram que SF3s aumenta o numero de grooming genital e estas respostas foram
inibidas pela clonidina, haloperidol e L-NAME. Pode-se observar uma correlagao entre a

presenga de eregao e 0 grooming genital.

Este resultado é consistente com estudos anteriores que sugerem um importante
papel do grooming genital na manifestacdo do comportamento sexual (HERNANDEZ-
GONZALEZ, 2000). No entanto ndo é claro se estas duas respostas sao
verdadeiramente distintas ou se a presenga de eregdo ocorre paralelamente ao
aumento de outros tipos de comportamentos associados ao ato de lamber a regido
genital (RAMPIN ET AL., 2003).

A perda do interesse sexual € uma resposta tipica da depressao (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994). Infelizmente, entre os efeitos colaterais mais
frequentes das drogas antidepressivas esta a diminuicdo da atividade sexual (GITLIN,
1995). Os antidepressivos triciclicos, em particular, causam DE (CRENSHAW, 1996)
enquanto os ISRS causam a perda do desejo sexual e retardo do orgasmo ou
anorgasmia. Muitos dados experimentais mostram que a serotonina cerebral inibe o
comportamento sexual em machos (BENELLI ET AL., 2004). Em particular, a

ejaculacao retardada e a disfungdo orgasmica parecem ser originadas da ativacado do



receptor 5-HT,. (BOYARSKY ET AL., 1999). Por isso, a influéncia adversa dos ISRS na

atividade sexual pode estar relacionada a inibicdo da recaptacdo da serotonina e ao

subseqlente aumento das concentragdes sinapticas de serotonina.

Os resultados mostram que a administragdo aguda de fluoxetina reduziu em 50
% o efeito pro-erétil de SF35 bem como os valores de erection-like e de grooming
genital. O efeito pro-erétil de SF3.5 nos animais tratados com fluoxetina durante 13 dias

nao foi alterado, no entanto houve uma redugao no erection-like e no grooming genital.

O efeito benéfico de SF;.5 pode estar relacionado ao antagonismo dos receptores
oy cerebrais, levando a um aumento de noradrenalina (BENELLI ET AL., 2004). A
influéncia positiva dos antagonistas noradrenérgicos o, € amplamente descrita. A
adminsitragcao sistematica de ioimbina, bem como de idazoxan, imiloxan e efaroxan
(antagonistas o, mais especificos) estimula o comportamento sexual de ratos machos
(CLARK, 1984; SMITH ET AL., 1987ab; BENELLI ET AL., 1993). Devido aos alcaloides

inddlicos presentes em SF3.5, a fracdo pode estar atuando de forma similar a ioimbina.

A ioimbina que apresentava resultados questionaveis em homens com disfungao
erétil organica apresentou resultados satisfatérios em um estudo utilizando 18 homens
com DE, indicando que esta droga é uma terapia eficaz para tratar a DE organica
(GUAY ET AL., 2002). Estes dados sao importantes uma vez que novas drogas com

mecanismo similar a ioimbina podem ser testadas e introduzidas na pratica clinica.

- Efeito pré-erétil de SFs.s in vitro

Como a eregao peniana envolve o relaxamento vascular e muscular liso durante
a estimulacédo sexual, a aplicagdo de modelos in vitro aumentou significativamente o
nosso entendimento dos eventos bioquimicos em nivel celular (ANDERSSON &
WAGNER, 1995). Estes modelos permitem o esclarecimento dos varios
neurotransmissores e fatores vasoativos envolvidos neste processo e as vias de
sinalizagdo (MORELAND ET AL., 2001).



A restrita disponibilidade de tecidos eréteis humanos levou ao uso do tecido
cavernoso isolado de coelho como sendo o principal modelo in vitro para o “screening”
e analise detalhada dos mecanismos previamente demonstrados no tecido humano. As
vantagens deste método incluem a facil preparacao, poucos equipamentos necessarios
e o fato de obterem-se curvas concentracao-efeito reprodutiveis quando se estuda
agentes contrateis ou relaxantes. A resposta a estimulagdo farmacolégica através da
adicdo de agentes contrateis como a fenilefrina, KCI ou outros fatores € o método mais
comumente utilizado para contrair o corpo cavernoso in vitro para analisar a poténcia e

eficacia de agentes relaxantes (MORELAND ET AL., 2001).

As contragdes também podem ser obtidas pela estimulagdo por campo elétrico,
de forma similar a utilizada para o estudo da resposta neuronal (KIM ET AL., 1993).
Como o tdbnus muscular liso é controlado principalmente pela concentragao intracelular
de Ca™ (HOROWITZ, 1996), qualquer evento que limite a entrada de Ca*? na célula ou
libere Ca*® do estoque intracelular tera impacto significativo no tdnus muscular liso
corporal (ANDERSSON, 1995).

O canal deferente de roedor € uma preparacao classica para a elucidagao da
transmissao neuromuscular autondmica e tem sido utilizada para estudos na estrutura
da juncdo formada entre as varicosidades nervosas simpaticas e o musculo liso
(RICHARDSON, 1962), bem como para identificacdo de zonas ativas nessas
varicosidades terminais (BRAIN & BENNETT, 1997).

A contragdo neurogénica em canal deferente de roedor é mediada
principalmente por NA e ATP (VENTURA, 1998). Até pouco tempo, era amplamente
aceito que ambos o0s neurotransmissores fossem estocados nas mesmas vesiculas
sinapticas e que, quando liberados, eram apresentados aos receptores
simultaneamente e em proporgcdes constantes a despeito de uma modulagdo de
liberagéo freqiiéncia-dependente (STJARNE, 1989; STJARNE ET AL., 1994). No

entanto, recentemente Stjarne (2001) sugeriu que existem duas classes de vesiculas



pequenas que contém diferentes quanta de neurotransmissores e que os receptores em
suas membranas possuem diferentes afinidades por calcio, habilitando o nervo a
secretar seletivamente grande quanta a baixas frequéncias e pequeno quanta a altas

frequéncias durante trens de estimulo elétrico.

A adicdo de SF3.5 diminuiu a contracao induzida por ECE e a pré-incubagao do
tecido com SFs3s (64 pg/mL) reduziu significativamente a resposta contratil da
noradrenalina sem alteracdo na resposta do ATP. As contracdes do canal deferente em
resposta ao ECE sao mediadas pela combinacido de NA e ATP liberados como co-

transmissores dos neurbnios simpaticos (HOYLE, 1990).

Uma vez estabelecido o efeito pro-erétil in vivo e o relaxamento do canal
deferente in vitro promovido por SF3.5, resolveu-se entao avaliar o efeito de SF;.5 sobre

0 corpo cavernoso de coelhos.

Os experimentos em corpo cavernoso de coelhos foram realizados em banho de
registro isométrico em solugédo de KHS (pH 7,4 e 37 °C), enriquecida com guanetidina e
indometacina (10 uM), constantemente aerada (O, — 95 % e CO; — 5 %), sob tenséo de
1,0 g. A guanetidina bloqueia seletivamente a transmissdo pds-ganglionar dos nervos
noradreneérgicos, inibindo a liberacdo de NA, depletando-a no neurdnio terminal
simpatico periférico e nos tecidos, equivalendo a uma simpatectomia quimica
(BENOWITZ, 1998). A indometacina é um inibidor das ciclooxigenases (COX4 e COX3),
estando entre os mais potentes inibidores da sintese de prostaglandinas (KATZUNG &
FURTS, 1998). Assim, os dois farmacos conferem ao meio de estudo um ambiente livre

da interferéncia noradrenérgica e de prostandides.

Neste banho, em uma primeira série de experimentos, SF3.5 relaxou as tiras de
corpo cavernoso de coelhos pré-contraidas com solugdo de potassio (K™ 60 mM),
PGFy, (100 uM) e fenilefrina (10 uM). O relaxamento dos corpos cavernosos foi

revertido quando os tecidos foram lavados, mostrando que SF35 ndo causa lesdo no



aparelho contratil. Esta reversdo ocorreu tanto nos tecidos pré-contraidos com

fenilefrina como naquele pré-contraidos com K.

Ha no minimo quatro mecanismos contrateis para o muscuo liso: despolarizagao
da célula muscular aumentando o fluxo de Ca*? para dentro da célula via ativagdo do
canal de calcio tipo L (por exemplo, aumento do potassio extracelular); agonistas que
liberam calcio do estoque intracelular (como por exemplo a NA via IP3); aqueles que
ativam os canais de calcio dependentes e independentes de voltagem para além do
fluxo esperado para o grau de despolarizagao (por exemplo, Ach no intestino) e os
agonistas que aumentam a sensibilidade da maquinaria contratil para o Ca*? intracelular
(como os ésteres de forbol) (REMBOLD, 1996).

As solugdes despolarizantes de KCI induzem a contragdo do musculo liso por
acoplamento eletromecanico, via aumento da [K'] e despolarizacdo da membrana
celular ativando o canal de calcio tipo L, incrementando assim a entrada de Ca*? para
dentro da célula (REMBOLD, 1996).

Na célula em repouso, por gradiente quimico, o K* tende a sair para o espaco
extracelular onde a sua concentracdo € menor, mantendo assim a célula
hiperpolarizada (CHRIST ET AL., 2000). Com a mudanga brusca de sua concentragao
extracelular perde-se este equilibrio e a corrente ibnica é invertida, perturbando o
potencial de membrana, resultando na abertura dos canais de calcio regulados por

voltagem, culminando com a contragdo muscular (REMBOLD, 1996).

A flacidez e a ereg¢do peniana sé&o controladas por um equilibrio entre fatores
contrateis e relaxantes, envolvendo sofisticados sistemas de transmissores de sinais
(ANDERSON, 2001). Os nervos e o endotélio dos sinusdides e vasos do pénis
produzem e liberam transmissores e moduladores que por fim interagem no controle do
estado contratil de seu musculo liso (MORELAND ET AL., 2001).



O neurdnio prové a maior parte do NO do tecido peniano, o que aponta para um
papel relevante no processo de erecdo, no entanto, o endotélio € uma importante fonte
adicional da molécula gasosa (TEIXEIRA ET AL., 2001). Na verdade, o NO neuronal é
considerado como o mais importante fator para o relaxamento cavernoso, entretanto o
NO endotelial parece ser de capital importancia na manutengao da erecdo e um dano
endotelial pode contribuir para a DE (ANDERSON, 2003).

A Ach, o neurotransmissor parassimpatico, relaxa o musculo liso cavernoso,
estimulando a liberacdo de NO através da ativagao dos receptores muscarinicos M3 do
endotélio vascular (TRAISH ET AL., 1990). Evidéncias de varios estudos sugerem que
o estimulo por campo elétrico (ECE) relaxa o corpo cavernoso de coelhos através da
liberacdo neuronal de NO (BURNETT, 1997). Vemulapalli e Kurowski (2001)
demonstraram que o ECE produz relaxamento frequéncia-dependente, do musculo liso
peniano, que é atenuado pelo L-NAME e ODQ e completamente abolido pela TTX,

concluindo-se que a liberacdo neuronal de NO contribui efetivamente para o fenémeno.

Para examinar se SF35 estaria atuando via NO, foram realizados experimentos
utilizando-se um inibidor da NO sintase (L-NAME). Os resultados mostram que o
relaxamento é independente de NO, o L-NAME n&o reduziu o relaxamento induzido por
SF3_5.

O sistema NO - guanilato ciclase — GMP; € um dos maiores efetores do
relaxamento do musculo liso peniano e portanto de sua fungao erétil (BRIONI ET AL.,
2002). Quando em estado flacido, as arteriolas helicinas estdo contraidas
principalmente através do mecanismo a-adrenérgico. A ere¢cado peniana € o resultado
final do relaxamento do musculo liso iniciado a partir de estimulagao sensorial ativando
0 SNC. O NO liberado dos nervos e do endotélio ativa a guanilato ciclase soluvel. Esta
ultima converte por efeito enzimatico o GTP a GMP., que por fim dilata o musculo
cavernoso (BRIONI ET AL., 2002).



A molécula 1H-[1,2,4] Oxadiazole [4,3-alquinoxalin-1-one (ODQ) é um potente e
seletivo inibidor da guanilato ciclase soluvel. O ODQ inibe por mecanismo competitivo a
estimulacéo promovida pelo NO, no seu sitio de ligagéo, através da oxidagao reversivel
da fragdo heme. Constitui uma excelente ferramenta farmacolégica para investigar a via
de sinalizagcao dependente daquela enzima (SCHRAMMEL ET AL., 1996).

Neste estudo foram feitos experimentos utilizando o ODQ para substanciar a
investigacao e definir se SF35 estaria agindo através do sistema NO/guanilato
ciclase/GMP.. A participacado da via guanilato ciclase foi descartada pelo fato de que o
ODQ nao inibiu o relaxamento produzido por SF3;5 em tiras de corpo cavernoso de
coelho pré-contraidas com fenilefrina. SF;5 pode estar atuando através do um
mecanismo independente da via NO/GMPc (SHARABI ET AL., 2005).

Na verdade nao € o NO per si que promove a ereg¢ao peniana, mas seu segundo
mensageiro GMP. através da ativagcdo da proteina cinase C (ARCHER, 2002).
Evidéncias recentes colhidas de estudos em musculo liso vascular e n&o vascular e de
séries de experimentos com tecido contratil peniano apontam para o envolvimento dos
canais de potassio (MALYSZ ET AL., 2001).

Os canais de potassio sao os reguladores do potencial de membrana celular e do
fluxo de Ca*? consequente, e, portanto, do grau de contragdo do musculo liso, incluindo
o do corpo cavernoso de humanos (WANG ET AL., 2000). Especialmente 0 K¢y € 0
KaTp s@0 0s maiores moduladores do ténus do musculo liso dos tecidos eréteis (LEE ET
AL., 1999).

As correntes de potassio tém um papel importante na determinagao do potencial
de membrana, nas células excitaveis, incluindo a muscular lisa do corpo cavernoso. O
fluxo do ion é controlado por trés principais vias metabdlicas: as duas primeiras
AMP./PKA e GMP/PKG ativados por PGE4s e NO respectivamente, aparentemente

modulam a atividade do Kc,. A terceira via € aquela dos moduladores dos canais que



exercem seu efeito relaxante no corpo cavernoso alterando a atividade do Katp (MOON
ET AL., 1999).

Para investigar se SF35 relaxa o corpo cavernoso de coelhos via ativagao de
canais de potassio, foram realizados experimentos com bloqueadores especificos.
Inicialmente foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia de segunda geragao de uso
definido como hipoglicemiante oral. Esta droga € um bloqueador especifico do canal de
potassio regulado por ATP, Karp (MOON ET AL., 1999).

A glibenclamida nao bloqueou o relaxamento induzido por SF3;s em tiras de
corpo cavernoso de coelho pré-contraidas com fenilefrina, sugerindo a n&o participagéo
do canal Katp no efeito relaxante de SF;.5. Com o objetivo de dar maior consisténcia ao
achado anterior, foram realizados experimentos utilizando uma associagédo de
caribdotoxina e apamina, infundidos antes de SF3s. Estas duas drogas exibem um
efeito inibitdrio sobre o canal Kc,. A caribdotoxina € um bloqueador potente deste canal
na sua variedade de alta condutancia, nao afetando aqueles sensiveis a apamina, que

sao considerados ativos em baixa condutancia (ARCHER, 2002).

A maioria dos efeitos relaxantes do NO é mediada pelo GMPc que atua como
agente modificador de canais iénicos, PDEs e proteinas cinases (WERNER ET AL,
2005). Tiras de musculo liso cavernoso de camundongos com auséncia da proteina
cinase 1 dependente de GMPc (PKG1), quando pré-contraidas, ndao relaxam em
resposta a estimulagdo nervosa (HEDLUND ET AL., 2000), mostrando que existe um
papel central da PKG1 no corpo cavernoso. A PKG1 fosforila um grande numero de
proteinas, incluindo bombas e canais ibnicos, que sao conhecidos por reduzir a
concentracdo intracelular de Ca*? (LINCOLN & CORNWELL, 1993). Foi mostrado que a
PKG1 ativa os canais de potassio de alta condutancia sensiveis ao Ca*? (ALIOUA ET
AL., 1998) levando a hiperpolarizagdo das membranas celulares do musculo liso, e por

isso agindo de forma oposta a contragao.



O bloqueio destes canais com a caribdotoxina leva ao aumento das contragdes
do corpo cavernoso induzidas por fenilefrina in vitro, enquanto que a abertura destes
canais reduz as contragdes (SPEKTOR ET AL., 2002). Estudos promovem a idéia de
que o aumento da expressao dos K¢, de alta condutancia podem restabelecer a funcao
erétil em homens idosos ou com efermidades subjacentes (MELMAN ET AL., 2003;
CHRIST & LUE, 2004).

A pré-incubacédo com caribdotoxina e apamina em tiras de corpo cavernoso de
coelhos pré-contraidas com fenilefrina ndo exerceu qualquer influéncia sobre o
relaxamento induzido por SFj;s, tornando improvavel a participacdo dos canais de

potassio na sua acao relaxante.

Os canais de Na* dependente de voltagem presentes no corpo cavernoso sio
essenciais para fungao erétil (OLIVEIRA ET AL., 2003). Estudos in vitro mostram que o
corpo cavernoso de varias espécies de animais relaxa em resposta a estimulacao
transmural, consistindo em resposta sensivel tanto aos inibidores da sintese de NO
como aos bloqueadores dos canais de Na* (OLIVEIRA ET AL., 2003).

Com base neste conhecimento, investigamos a capacidade da tetrodotoxina
(TTX), bloqueador dos canais de Na®, de reverter o relaxamento induzido por SFz.s.
Neste estudo, a resposta relaxante das preparacées de musculo liso cavernoso de
coelhos induzida por SF35 nao foi reduzida pela TTX, indicando que a resposta nao se
origina da estimulagao dos nervos que suprem o tecido cavernoso (TEIXEIRA ET AL.,
2001).

A Ach possui efeito inibitério pré- e pds-juncional na neurotransmissao
noradrenérgica no tecido erétil peniano isolado (HEDLUND & ANDERSSON, 1985). A
faléncia do antagonista dos receptores muscarinicos atropina em reduzir o relaxamento
induzido por SFs;.5 sugere que a liberagdo de Ach n&o contribui para o relaxamento
induzido por SF3.5 e exclui o envolvimento dos nervos colinérgicos no seu mecanismo

de agéo.



A fracdo SF;5 relaxa o corpo cavernoso de coelhos por um mecanismo
independente do bloqueio dos receptores noradrenérgicos, uma vez que o seu efeito
relaxante permanece, mesmo quando a contracdo € induzida por um agonista nao
adrenérgico (K* 60 mM) num meio contendo um agente simpatolitico (guanetidina) e de

um antagonista n&o seletivo dos receptores adrenérgicos (fentolamina).

Recentemente, foi proposto a importancia dos canais de Ca*? ativados por CI" na
geracao do tdbnus miogénico espontdneo do corpo cavernoso (KARKANIS ET AL.,
2003). Neste sentido, foi investigado se o acido niflumico (bloqueador dos canais de CI)
alteraria a resposta relaxante de SF35 no corpo cavernoso de coelho pré-contraidos
com fenilefrina. Os bloqueadores dos canais de CI, por bloquear uma influéncia
excitatoria, promovem vasodilatagdo, que é essencial para a eregdo. O acido niflumico

potenciou o efeito relaxante de SF3.s.

Foi avaliada a influéncia de um meio isento de Ca* sobre o efeito de SFs.s. As
tiras de corpo cavernoso de coelho foram incubadas em banho com calcio nominal zero
acrescido de EGTA e nifedipina, pré-contraido com PGF,, e infundidos com SFg3s.
Houve uma reducao do relaxamento induzido por SF3 5, demonstrando que a sua agao
se faz, pelo menos parcialmente, em nivel extracelular, ndo atuando na liberagao
intracelular de calcio, na interagdo calcio-calmodulina ou quaisquer outros eventos
relacionados a agéo do calcio como segundo mensageiro e, que néo afeta a maquinaria

contratil intracelular.

Como SF3.5 induziu relaxamento do corpo cavernoso de coelhos, foi verificado se
este efeito seria reproduzido no corpo cavernoso humano. Os experimentos foram
realizados em banho de registro isométrico em condicbes semelhantes aquelas do
estudo do corpo cavernoso de coelhos. Neste banho, SF3.5 inibiu o tdnus simpatico e
relaxou as tiras de corpo cavernoso humano pré-contraidas com solucéo de fenilefrina

10 uM. No entanto, devido a dificuldade de obten¢ao do tecido humano ainda nao foram



realizados estudos para avaliar se 0 mecanismo de relaxamento no tecido peniano

humano seriam os mesmos do corpo cavernoso de coelho.

- Consideragées finais

Qualquer composto que melhore a atividade sexual tem potencial para ser
extremamente proveitoso. Varios produtos naturais que tém sido utilizados por séculos
como agentes para melhorar a fungdo sexual masculina estdo agora sob investigagéo
cientifica. Infelizmente ndo existe um método uniforme aceitavel para identificar uma

substancia que melhora a fungao erétil (McKAY, 2004).

O corpo cavernoso isolado € um dos modelos utilizados para avaliar a atividade
erétil de compostos. Outros modelos para estimar a atividade proé-erétil incluem a
observagdo do comportamento animal apés a administracdo da droga teste (laténcia
para a erecdo, frequéncia copulatéria, laténcia para ejaculagdo). Outros

comportamentos copulatérios incluem o comportamento do macho em relacédo a fémea.

Os métodos animais atuais nao proporcionam um meio acurado para a avaliagao
da atividade pré-erétil de um novo composto. Os modelos animais baseiam-se somente
nas fungdes sexuais mecanicas ou instintivas dos animais observados. Além disso, os
testes em humanos podem ser de dificil interpretacdo devido ao grau de subjetividade
na auto-avaliacdo. Apesar das complica¢des, os estudos controlados e randomizados

sao geralmente considerados como a técnica mais precisa (McKAY, 2004).

Um medicamento contendo extrato de Aspidosperma quebracho blanco (Afrodor
2000) é utilizado na Europa para o tratamento da DE (SPERLING ET AL., 1999).
Estudos clinicos mostraram melhora da performance sexual e aumento da libido em
pacientes tratados cronicamente com Afrodor 2000 (BAUMBUSCH ET AL., 1995;
SPERLING ET AL., 1999).



Este estudo mostra que SF;.5 possui atividade estimulante do SNC e apresenta
efeito pré-erétil in vivo e in vitro. Drogas que atuam no SNC reduzindo o ténus simpatico
(anti-erétil) e aumentando o ténus parassimpatico (pro-erétil) no pénis podem
restabelecer a erecdo peniana nos casos de DE de origem psicogénica e organica
(ALLARD & GIULIANO, 2001). Além disso, drogas que atuam no SNC podem interferir
no desejo sexual de forma mais importante do que aquelas que atuam perifericamente.
Apesar do restrito conhecimento sobre o controle central da erecdo peniana, existem
muitos alvos potenciais para o tratamento da DE utilizando drogas de agao central
(GIULIANO & VARANESE, 2002)

O estudo farmacodinamico mostrou que SF3.5 relaxa tiras de corpo cavernoso de
coelhos pré-contraidos com fenilefrina, PGF,, e K*. Esta agdo manteve-se na presenga
de varias outras drogas, em ambiente livre da influéncia adrenérgica e de prostandides,

evidenciando efeito por outra via.

Os achados apontam para uma agédo através do Ca*%, uma vez que SFi5 em
ambiente livre de Ca™ e na presenga de um blogueador do canal de Ca*? (nifedipina)
nao apresentou o mesmo efeito relaxante quando na presencga deste ion. A contragao
fasica induzida por K* (60 mM) foi bloqueada por SFs.s de maneira concentragdo-
dependente. Este componente da contracédo € dependente principalmente do influxo de
Ca* através de canais voltagem-dependentes (BOLTON, 1979). Além disso, o seu
efeito foi potenciado pela presenca de um bloqueador dos canais de Ca*? ativado por

cloreto (acido niflumico).

SF35 estaria agindo entdo, como antagonista noradrenérgico e dopaminérgico in
vivo € no corpo cavernoso de coelhos por um mecanismo n&do adrenérgico nao
colinérgico, atuando de forma inespecifica como ocorre com o conhecido alcaldide
papaverina. Estudos com os alcalbdides isolados de SF3;s5 serdo necessarios para
verificarmos qual destes componentes possui o efeito pro-erétil, além da utilizacdo de
outros modelos experimentais para que possamos estabelecer o mecanismo de acao

préo-erétil.



7 Conclusoes
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# O estudo quimico da fracdo alcaloidica isolada das cascas da raiz de
Aspidosperma ulei Markgr. (SFs;5) demonstrou a presenga de trés alcaldides

inddlicos — uleina, nor-uleina e tetrahidro-3,14,4,21-elipticina;
#* SF3.5 exibiu toxicidade para Artemia sp.e a DLsy de SF3.5, pela via intraperitoneal
em camundongos, foi estimada em 400 + 40 mg/Kg;
# SF35 mostrou ser estimulante do Sistema Nervoso Central em camundongos,
mas nao promoveu incoordenagao motora;
# SF35 apresentou efeito pro-erétii em camundongos envolvendo os sistemas
noradrenérgico, dopaminérgico e nitrérgico;
#® SF3.5 relaxa o corpo cavernoso de coelhos e humano;

# O mecanismo do relaxamento do corpo cavernoso de coelhos induzido por SF35

possivelmente envolve o fluxo de calcio.
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ANEXO A - Efeito de SF3.5 no teste do campo aberto em camundongos.

Grupo Dose Cruzamentos Rearing Grooming
(mg/kg)

Controle - 35,62 + 3,09 20,25+2,98 3,62 +0,90

SF35 12,5 58,00 + 3,56** 26,00+1,60 4,37+0,95

25 54,75 + 4,53% 19,25+ 3,92 4,50+0,86

50 51,37 +4,77% 13,62 +2,19 3,75+1,68

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SFss
(12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados
estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do niumero de
cruzamentos, rearing e grooming durante 4 minutos. *p < 0,05 e **p < 0,01

vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO B - Efeito de SF5.5 no teste da placa exploratéria em camundongos.

Grupo Dose Exploracdoes / 5 min
(mg/kg)
Controle - 31,62 + 3,12
SFs.5 25 27,50 + 3,39
50 16,75 + 2,40**

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SFs.5 (25 e
50 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo
expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do numero de
exploracdes durante um periodo 5 min. **p < 0,01 vs Controle, ANOVA

seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO C - Efeito de SF5.5 nos bragos abertos (A) e fechados (B) no teste do

do labirinto em cruz elevado em camundongos.

A
Grupo Dose Braco aberto
(mg/kg) Entradas Tempo (s)
Controle - 7,00 +1,23 125,25 +17,38
SF3.5 12,5 6,37 + 0,65 91,12 + 15,58
25 3,87 +1,72 50,37 + 26,90*
50 0,62 +0,41%* 8,00 + 5,26***
B
Grupo Dose Braco fechado
(mg/kg) Entradas Tempo (s)
Controle - 7,87 +0,78 131,75+ 15,90
SF3.5 12,5 8,50 + 1,33 167,50 + 18,98
25 6,12 + 1,43 228,62 + 25,24**
50 2,75+ 1,48% 274,75 + 12,12%*x*

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SFs.s
(12,5, 25 e 50 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados
estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do numero de
entradas e tempo permanéncia nos bragos abertos (A) e fechados (B) do
aparelho durante um periodo de 5 min. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO D - Efeito de SF3.5s no tempo de sono induzido por pentobarbital em

camundongos.
Grupo Dose Tempo de sono (min)
(mg/kg)
Controle - 65,62 + 3,96
SF3.5 25 47,75 £ 7,49
50 40,00 + 3,16%*
100 62,50 + 8,62

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SF3.5 (25,

50 e 100 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estao

expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do tempo de sono

(min). *p < 0,05 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO E - Efeito de SFs.s no teste da natacao forcada em camundongos.

Grupo Dose Tempo de imobilizagao
(mg/kg) (s)
Controle - 154,25+ 12,76
SF3.s 25 153,50 + 12,07
50 92,85+ 10,27**

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%) ou SFs.5 (25 e
50 mg/kg/i.p.) 30 min antes do inicio do experimento. Os dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n = 8) do tempo de
imobilizacdo durante um periodo de 6 min. **p < 0,01 vs Controle, ANOVA

seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO F - Caracteristicas do efeito pré-erétil de SF5.s, Ioimbina, Apomorfina

e Vardernafil em camundongos.

Grupo Dose Laténcia N° erecoes % animais
(1 erecao) com erecao

Controle - - 0,00 £ 0,00 0
SF3.5 12,5 179,25 + 108,45 0,62 +0,26 50%*

25 556,62 + 168,11 1,25 + 0,36%* 75%%x

50 596,62 + 242,42 1,00 + 0,37* 62,5**
Ioimbina 2 698,62 + 198,23 1,12 + 0,29* 75%**
Apomorfina 1,1 536,13 + 249,15 0,75 +0,36%* 50%*
Vardenafil 0,3 414,50 + 187,20 1,00 + 0,26* 75%*x

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (12,5,
25 e 50 mg/kg/i.p.), Ioimbina 2 mg/kg/i.p., Apomorfina 1,1 pg/kg/s.c. ou
Vardenafil 0,3 mg/kg/i.p. 30 min antes do inicio do experimento. Os dados
estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do tempo de
laténcia para a primeira erecao e do numero de erecdes ou porcentagem de
animais com erecdo durante um periodo de observacao de 30 min. *p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs Controle, ANOVA seguida de Student-

Newman-Keul.



ANEXO G - Efeito de SFs.5, Ioimbina, Apomorfina e Vardernafil nos

parametros comportamentais de eregdo em camundongos.

Grupo Dose Erection-like Grooming genital
Controle - 2,50 £ 0,56 7,75 £ 1,64
SF3.s 12,5 1,37 + 0,46 10,12 + 4,11

25 5,00 + 1,08%* 14,25 + 2,84%*

50 3,25+ 1,26 8,37 +1,32
Ioimbina 2 4,00 + 1,64 7,50 £1,63
Apomorfina 1,1 1,25+ 0,25 6,63 +£1,89
Vardenafil 0,3 1,37 £ 0,91 12,00+ 1,53

Os animais foram tratados com veiculo (Controle - DMSO 3%), SF35 (12,5,
25 e 50 mg/kg/i.p.), Ioimbina 2 mg/kg/i.p., Apomorfina 1,1 pg/kg/s.c. ou
Vardenafil 0,3 mg/kg/i.p. 30 min antes do inicio do experimento. Os dados
estdo expressos como média + erro padrao da média (n = 8) do niumero de
erection-like e de grooming genital durante um periodo de observacao de 30
min. *p < 0,05 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO H - Efeito de SFs;.5 no canal deferente de camundongo estimulado

eletricamente (0,1 Hz).

Dose (pg/mL) Rmax (%)
Controle SF35
1 100,00 + 0,00 80,50 + 0,50
2 100,00 + 0,00 61,00+ 11,0
4 99,80 + 0,20 58,50 + 13,50
8 99,40 + 0,35 50,00 + 14,00%*
16 97,77 £ 0,30 48,00 + 12,00%*
32 97,77 + 0,25 48,00 + 12,00%
64 95,70 £ 0,50 0,00 + 0,00%**

Os tecidos foram estimulados eletricamente (ECE 0,1 Hz) em seguida
receberam SFz5 1 - 64 ug/mL ou DMSO (Controle - adicionado de forma
isovolumétrica) Os dados estdo expressos como média + erro padrao da
média (n = 6) da porcentagem da resposta maxima (Rmasx) obtida. *p < 0,05
e **p < 0,01 vs Controle, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO I - Efeito de SFs.5s na contracao induzida por Noradrenalina e ATP em

canal deferente de camundongo.

Grupo Contracao (%)
Controle SF3.5
Noradrenalina 99,41+ 7,13 0,50 £ 0,50***
ATP 115,82 + 9,20 75,83 +11,91

Os tecidos foram incubados com SFs.5 64 ug/mL ou DMSO (Controle -
adicionado de forma isovolumétrica) e em seguida estimulados com
Noradrenalina 10 uM (NORA) ou ATP 30uM. Os dados estao expressos como
média + erro padrdo da média (n = 6) da porcentagem da resposta maxima
(Rmax) obtida. ***p < 0,01 vs Controle, ANOVA seguida de Student-

Newman-Keul.



ANEXO J -Efeito de SFs;.5 no relaxamento induzido por estimulo elétrico

transmural (ECE) no corpo cavernoso de coelhos.

Grupo Rmax (%)

(ng/mL) 2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
Controle 29,67+1,40 37,56+8,11 37,99 +9,60 38,79 £ 9,15
SF351 33,43+1,93 3568+0,68 36,93+0,56 39,20 +1,70
3 33,33+£5,55 41,11+3,88 36,41+2,77 36,11 + 2,77
10 40,41 +6,77 41,67 +8,33 44,79+11,6 48,12 + 8,12
30 53,12+0,73* 55,50+1,65 55,50+ 1,65 61,73 +0,17
100 59,62+9,62* 59,62+9,62 59,62+9,62 63,46 + 13,47

Os dados estao expressos como média + erro padrao da média (n = 4) da
porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com Fenilefrina 10
uM.*p < 0,05 vs Controle. ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO L - Efeito de SF3.5 na contracao induzida Fenilefrina 10 uM (Fen) no

corpo cavernoso de coelhos.

Rmax (% Fen) Rmax (% K¥)
Controle SF3.5 SF3.5

Dose (ng/mL)

1 95,61 £1,16 84,29 + 4,55 83,42 £ 9,60
3 83,88 £2,73 73,83 £ 5,02 86,38 £ 2,09
10 78,76 + 4,57 55,67 +7,31 79,23 + 2,93
30 72,76 £ 5,01 25,20 + 11,54 59,52 £ 5,44
100 69,76 £ 5,24 14,24 + 6,39** 30,42 £ 5,44
300 60,75 £ 5,91 5,69 + 7,64** 0,00 £ 0,00

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 pM) ou com K* (60 mM). Os
dados estao expressos como média + erro padrao da média (n = 4) da
porcentagem da resposta maxima (Rmax) obtida. **p < 0,05, ANOVA seguida
de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma

isovulumétrica).



ANEXO M - Efeito do L-NAME no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos

induzido por SFs;.5s em resposta a contragao induzida por Fenilefrina 10 uM.

Dose Rmax (%)
(ng/mL) Controle SF35
L-NAME 100 pM
1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 97,07 + 1,50
3 83,88 +2,73 73,83+ 5,02 89,55 + 2,56
10 78,76 + 4,57 55,67 + 7,31 72,64 + 2,36
30 72,76 + 5,01 25,20 + 11,54 38,36 + 11,64
100 69,76 + 5,24 14,24 + 6,39%** 13,33+ 7,26**
300 60,75+ 5,91 5,69 + 7,64** 0,00 + 0,00%***

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 uM). A pré-incubacdo com L-NAME
100 uM nao alterou a resposta de SFs.s. Os dados estao expressos como
média * erro padrdo da média (n = 4) da porcentagem da resposta maxima
(Rmax) obtida. **p < 0,01 e ***p < 0,001, ANOVA seguida de Student-

Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).



ANEXO N - Efeito do ODQ no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos

induzido por SFs;.5s em resposta a contragao induzida por Fenilefrina 10 uM.

Dose Rmax (%)
(ng/mL) Controle SF3_5
OoDQ 10 uM
1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 96,35 + 2,48
3 83,88 +2,73 73,83+ 5,02 92,33+2,72
10 78,76 + 4,57 55,67 + 7,31 71,26 + 7,07
30 72,76 £ 5,01 25,20 + 11,54 43,60 + 9,83
100 69,76 + 5,24 14,24 + 6,39%** 13,69 + 8,57**
300 60,75+ 5,91 5,69 £ 7,64** 2,26 + 5,25%*

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 uM). A pré-incubagcao com 0ODQ
10 uM nao alterou a resposta de SF;.s. Os dados estdao expressos como
média * erro padrdo da média (n = 4) da porcentagem da resposta maxima
(Rmax) obtida. **p < 0,01, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs

Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).



ANEXO O - Efeito da TTX no relaxamento do corpo cavernoso de coelhos

induzido por SFs;.5s em resposta a contracgao induzida por Fenilefrina 10 uM.

Dose Rmax (%)
(ng/mL) Controle SF3.5
TTX 1 uM

1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 91,11 + 4,44
3 83,88 +2,73 73,83+ 5,02 76,66 + 14,14
10 78,76 + 4,57 55,67 + 7,31 51,67 + 21,67
30 72,76 + 5,01 25,20+ 11,54 23,33 +10,00

100 69,76 + 5,24 14,24 + 6,39%** 6,66 + 0,00%**

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 uM). A pré-incubagdo com TTX 1
uM ndo alterou a resposta de SF3.s. Os dados estdo expressos como média +
erro padrao da média (n = 4) da porcentagem da resposta maxima (Rmax)
obtida. Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (n =
4).**¥p < 0,01, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO

adicionado de forma isovulumétrica).



ANEXO P -

cavernoso de coelhos induzido por SFs;.s em resposta a contracdo induzida

por Fenilefrina 10 uM.

Efeito da Glibenclamida (Glib) no relaxamento do corpo

Dose Rmax (%)
(ng/mlL) Controle SF;5
Glib 100 uM
1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 86,41 + 6,84
3 83,88 +2,73 73,83 +5,02 81,35+ 6,55
10 78,76 + 4,57 55,67 + 7,31 71,98 + 6,11
30 72,76 + 5,01 25,20+ 11,54 45,48 + 10,65
100 69,76 £+ 5,24 14,24 + 6,39%** 30,16 + 11,70%*
300 60,75 + 5,91 5,69 + 7,64** 0,00 + 0,00%***

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 pM). A pré-incubagdo com
Glibenclamida 100 pM nao alterou a resposta de SF3.s. Os dados estao
expressos como meédia + erro padrdo da média (n = 4) da porcentagem da
resposta maxima (Rmzx) obtida. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdao da média (n = 4). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. ANOVA
seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma

isovulumétrica).



ANEXO Q - Efeito da Apamina + Caribdotoxina no relaxamento do corpo

cavernoso de coelhos induzido por SFs;.s em resposta a contracdo induzida

por Fenilefrina 10 uM.

Dose Rmax (%)
(ng/mL) Controle SFs_5
Apa + Car 0,1 uM

1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 81,54 + 7,83
3 83,88 +2,73 73,83 +5,02 74,68 + 8,67
10 78,76 + 4,57 55,67 + 7,31 52,58 + 8,49
30 72,76 + 5,01 25,20 + 11,54 29,78 + 9,45
100 69,76 + 5,24 14,24 + 6,39%** 8,33 + 8,33**
300 60,75 + 5,91 5,69 + 7,64** 3,57 +7,14%*

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 300 pug/mL) produziu relaxamento dos

tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 pM). A pré-incubagdo com

Apamina 0,1 uM (Apa) + Caribdotoxina 0,1 uM (Car) nao alterou a resposta

de SF3.5. Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média (n =

4) da porcentagem da resposta maxima (Rmzix) obtida. Os dados estao

expressos como média + erro padrao da média (n = 4). **p < 0,01, ANOVA

seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma

isovulumétrica).



ANEXO R - Efeito da Atropina no relaxamento do corpo cavernoso de
coelhos induzido por SF3.s em resposta a contracao induzida por Fenilefrina
10 uM.

Dose Rmax (%)
(ng/mlL) Controle SFs_5
Atropina 10 uM
1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 73,09 +1,91
3 83,88 +2,73 73,83 +5,02 57,20+ 7,20
10 78,76 + 4,57 55,67 +7,31 35,96 £ 4,71
30 72,76 £ 5,01 25,20 + 11,54 16,95+ 16,95
100 69,76 + 5,24 14,24 + 6,39%** 0,00 + 0,00%***

A adicao cumulativa de SFs.5 (1 - 100 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 pM). A pré-incubagdo com
Atropina 10 pM ndo alterou a resposta de SFs.s. Os dados estao expressos
como média + erro padrao da média (n = 4) da porcentagem da resposta
maxima (Rmax) obtida. Os dados estao expressos como média + erro padrao
da média (n = 4). **p < 0,01 e ***p < 0,001, ANOVA seguida de Student-

Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).



ANEXO S - Efeito do Acido Niflimico no relaxamento do corpo cavernoso de

coelhos induzido por SF3.s em resposta a contracao induzida por Fenilefrina

10 uM.
Dose Rmax (%)
(ng/mlL) Controle SF;5
Ac. Nifl 100 uM
1 95,61 +1,16 84,29 + 4,55 34,09 + 11,37%**2
3 83,88 +2,73 73,83 +5,02 7,57 + 7,57%%*P
10 78,76 + 4,57 55,67 +7,31 0,00 + 0,00%**P

A pré-incubacdo com Acido Niflimico (Ac. Nifl) 100 uM potenciou a resposta

de SF3.s5. Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média (n =

4) da porcentagem da resposta maxima (Rmix) obtida. ***p < 0,01 vs

Controle (DMSO adicionado de forma isovolumétrica) e ?p < 0,01 e °p <
0,001 vs SF3.5, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO T - Efeito

induzida por K™.

de SF3.5 na contracao do corpo cavernoso de coelhos

Dose (pg/mL) Cmax (%)
Controle SF35
30 100,00 + 0,00 96,01 + 0,35
100 100,00 + 0,00 68,48 + 18,48
300 100,00 + 0,00 30,73 +17,10%*

A pré-incubacdo do tecido com SFs.5 inibe a contragdo induzida por K* 60

mM. Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (n = 4)

da porcentagem de contragao maxima (Cmasx) obtida. *p < 0,05 vs Controle,
ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs Controle (DMSO adicionado de

forma isovulumétrica).



ANEXO U - Efeito da Nifedipina e EGTA no relaxamento do corpo cavernoso
de coelhos induzido por SF3.5 em resposta a contragao induzida por PGF,, 10
3

M.

Dose Rmax (%)
(ng/mlL) Controle SF3.5
1 100,00 + 0,00 90,80 + 4,75
3 100,00 + 0,00 91,11 + 3,69
10 100,00 + 0,00 81,86+ 1,86
30 100,00 + 0,00 74,03 + 7,36*
100 100,00 + 0,00 69,48 + 7,26*
300 100,00 + 0,00 52,45 + 8,05%**

A pré-incubacao dos tecidos com Nifedipina 10 uM e EGTA 100 uM reduziu a
resposta maxima (Rmsx) de SFs.s. Os dados estdao expressos como média +
erro padrdo da média (n = 4) da porcentagem da resposta maxima
obtida..*p < 0,05 e ***p < 0,01 vs Controle (DMSO adicionado de forma

isovolumétrica), ANOVA seguida de Student-Newman-Keul.



ANEXO V - Efeito relaxante de SF3.5 em tiras de corpos cavernosos humanos

pré-contraidos com Feniefrina 10 pM.

Dose Rmax (%)
(ng/mL) Controle SF3.5
1 95,28 + 0,27 91,23 £+ 16,29
3 86,33+ 0,33 87,98 + 19,52
10 82,21+ 0,10 82,89 + 24,60
30 75,28 + 0,27 68,58 + 24,83
100 66,33 + 0,43 0,00 + 0,00%

A adicdao cumulativa de SFs.5 (1 - 100 pug/mL) produziu relaxamento dos
tecidos pré-contraidos com Fenilefrina (10 uM). Os dados estdo expressos
como média + erro padrao da média (n = 4) da porcentagem da resposta
maxima (Rmax) obtida. Os dados estao expressos como média + erro padrao
da média (n = 4). *p < 0,05, ANOVA seguida de Student-Newman-Keul vs

Controle (DMSO adicionado de forma isovulumétrica).






