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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE RELAXANTE DE 17-NOR-SUBINCANADINA E, UM
ALCALOIDE ISOLADO DE Aspidosperma ulei MARKGR. SOBRE A
MUSCULATURA LISA CAVERNOSA DE COELHOS. Otacilio Benvindo Deocleciano
Junior. Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Dissertagao apresentada ao
Programa de Pés-Graduagdo do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara para obteng¢ao do grau de
Mestre em Farmacologia

Estudos anteriores demonstraram que uma fracdo rica (F(3-5)) em alcaldides
inddlicos extraida das cascas da raiz de Aspidosperma ulei Markgr. exibe fungao
pré-eretil in vivo e relaxamento em corpos cavernosos de coelhos in vitro. Um estudo
recente demonstrou que 17-nor-subincanadina E (SEC), um alcaléide extraido das
cascas do caule da mesma planta, apresentou atividade pré-eretil in vivo. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito desse alcaldide sobre o ténus de diferentes
tipos de musculatura lisa de coelhos e investigar o mecanismo de agdo da
substancia sobre o musculo liso cavernoso in vitro. Os tecidos foram montados em
banhos de 5 ml contendo solugdo de Krebs-Henseleit (CO2 5% - O, 95%; 37°C). A
resposta relaxante maxima induzida por SEC (1 — 100 uyg/ml) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos contraidos com fenilefrina (PHE-10uM) foi de 100%, e
apresentou um efeito relaxante preferencial para esse tecido, ICso[7, 174 (3,155 -
16,31) ug/ml]. SEC promoveu também relaxamento em anéis de aorta na presenca e
na auséncia de endotélio, 1C50[29,76 (90,32 — 115,6) ug/ml] e 1C5[26,13 (75,83 —
119,9) ug/ml], respectivamente, anéis de traquéia 1C5¢[60,25 (0,330 — 109,8) pug/ml] e
em segmentos de duodeno ICs[76,78 (33,09 — 178,2) ug/ml]l. O relaxamento
induzido por SEC (1 — 100 pg/ml) ndo foi afetado por bloqueadores adrenérgicos
(fentolamina e guanetidina), muscarinicos (atropina), ou bloqueadores dos canais de
potassio dependentes de ATP (Katp)(glibenclamida) e ativados por calcio (Kca)
(apamina e iberiotoxina) e nem na presenca de L-NAME; a adicdo de ODQ (30 uM)
bloqueou o relaxamento induzido por SEC (79,1% £ 4,5%; p<0,05). Observou-se
também um aumento dos niveis teciduais de AMPc (331,95% + 26,1%; p<0,05) e
GMPc (21,5% + 4,2%; p<0,05). SEC (10 pg/ml e 30 ug/ml) potencializou o
relaxamento induzido por gliceriltrinitrato (GTN) e forskolina (FK) e foi capaz de
diminuir o relaxamento induzido pela estimulagédo por campo elétrico (ECE) (65,0% +
10,9%; p< 0,05). SEC 15 pg/ml bloqueou a contragao induzida por CaCl, 1 - 300 mM
em corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com K* (40 mM), 0 Ca™. Nossos
resultados indicam que SEC manifesta atividade relaxante preferencial no musculo
liso cavernoso a nivel periférico e que esse efeito esta aparentemente relacionado
com um aumento dos niveis de AMPc e GMPc e um possivel bloqueio do fluxo de
calcio. Estes dados sugerem que Aspidosperma ulei Markgf. pode ser explorada
como uma alternativa para o tratamento da disfuncgao erétil.

Palavras-chave: Aspidosperma. Disfungao Erétil. Tono Muscular. Farmacologia.



ABSTRACT

EVALUATION OF ACTIVITY OF 17-nor-SUBINCANADINA E AN ISOLATED
ALKALOID FROM Aspidosperma ulei MARKGR ON CAVERNOUS SMOOTH
SMOOTH MUSCLE OF RABBITS. Otacilio Benvindo Deocleciano Junior. Principal
Advisor: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Dissertation submitted in partial
fulfilment to obtain the Master's Degree in Pharmacology, Post-Graduate
Programme in Pharmacology, Department of Physiology and Pharmacology, Faculty
of Medicine, Federal University of Ceara, 2008.

Past studies have shown that the indole alkaloidal rich fraction (F(3-5)) from
Aspidosperma ulei Markgr. root bark displays pro-erectile function in vivo and a
relaxant effect on isolated rabbit corpus cavernosum in vitro. Also, a recent study
demonstrated the in vivo pro-erectile like activity of 17-nor-subincanadina E (SEC),
an alkaloid isolated from stem bark of this plant. This study aimed to assess further
the effect of SEC on the smooth muscle tone (spontaneous or induced) in vitro,
utilizing the strips of tracheal, intestinal, vascular and corpus cavernosal tissues of
rabbits. An attempt was also made to study the possible mechanism of SEC on rabbit
corpus cavernosum (RbCC). RbCC strips, were mounted in organ baths containing
Krebs solution. After equilibration, the tissues were precontracted with phenylephrine
(10 pM) or potassium (40mM). SEC (1-100 pg/ml) caused a concentration dependent
relaxation in the isolated rabbit corpus cavernosum precontracted with phenylephrine
and displayed comparatively greater relaxant effect on corpus cavernosum [Csg
[7,174 (3,155-16,31) ug/ml], SEC produced concentration-dependent relaxations of
the aortic rings in endothelium intact and denuded [1C50[29,76 (90,32—115,6) ug/ml]
and ICso[ 26,13 (75,83—-119,9) ug/ml], respectively, trachea rings 1Cs0[60,25 (0,330-
109,8) pg/ml], and of spontaneous motility in segments of duodenum ICs0[76,78
(33,09-178,2) ug/ml]. The relaxant effect of SEC (1-100 ug/ml) on phenylephrine
contraction was unaffected in the presence of adrenergic blockers (phentolamine and
guanethidine), muscarinic blocker (atropine), Katp channel blocker (glibenclamide),
Ca?*-dependent K* channel blockers (apamin and iberiotoxin), and in the presence of
N-omega-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 100 upM)). However, the SEC
relaxation was significantly attenuated by ODQ (30 p M) (79.1%%4.5%, p <0.05).
Incubations of RbCC with SEC (10 and 30 ug/mL) caused significant increases of
cGMP (21.5%+4.2%, p <0.05) and cAMP (331.95%+26.1%, p <0.05) levels.
Preincubation with SEC (10 and 30 uM) also significantly enhanced the relaxation
response to the exogenous NO-donor (GTN) and an activator of adenyl cyclase
(forskolin). the relaxations evoked by electrical stimulation was significantly
decreased by SEC (10 pg/mL) (65.0%+10.9%, p <0.05). The phasic component of
the contraction induced by K+ 40 mM as well as the maximal contraction elicited by
increasing external Ca?" concentrations in depolarized corpora cavernosa was
inhibited by SEC (15 pug/mL). Our results indicate that SEC can induce comparatively
a greater relaxant effect on rabbit cavernosal tissue in vitro via a mechanism that
involves an increase of CAMP and cGMP levels and a blocking effect on calcium flux.
These data suggest that Aspidiosperma ulei Markgr. can be explored as an
alternative for the treatment of erectile dysfunction.

Keywords: Aspidosperma. Erectile Dysfunction. Muscle Tonus. Pharmacology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

As primeiras descrigdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi encontrado
nas proximidades da camara mortuaria de Ramseés Il; enumera mais ou menos 100
doengas e descreve um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal.
Durante o periodo anterior a era crista, varios filésofos podem ser destacados por
suas obras sobre historia natural. Dentre esses, sobressai-se Hipdcrates,
considerado o pai da medicina moderna, que se caracterizou por tomar a natureza
como guia na escolha dos remédios (VILELA, 1977).

O uso de plantas medicinais no tratamento e na cura de enfermidades é
tdo antigo quanto a civilizagdo humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais,
e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002).

As plantas medicinais sdo uma das mais antigas armas empregadas para
o tratamento das doengas humanas e consistem em uma estratégia alternativa na
procura de novos agentes terapéuticos, uma vez que muito ja se conhece a respeito
de seu uso por parte da sabedoria popular. Com os avancgos cientificos, esta pratica
milenar perdeu espago para os medicamentos sintéticos; entretanto, o alto custo
destes farmacos e os efeitos colaterais apresentados contribuiram para o
ressurgimento da fitoterapia (PINTO et al., 2002).

O uso das plantas medicinais pela populacdo mundial ainda tem sido
muito significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) estimam que cerca de 80% da populagdo mundial utiliza, preferencialmente,
a medicina tradicional nos cuidados primarios da saude, sendo que a maior parte
das terapias tradicionais envolve o0 uso das plantas in natura ou produtos
manufaturados a partir de seus extratos ou principios ativos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1991).

No Brasil, cerca de 20% de nossa populacdo consome 63% dos

medicamentos disponiveis e o restante encontra nos produtos de origem natural,



19

especialmente nas plantas medicinais, a unica fonte de recurso terapéutico. Desta
forma torna-se essencial inventariar o potencial medicinal da flora do pais para sua
preservacdo e uso sustentavel, ressaltando ser indispensavel a busca pela
conservagao da espécie medicinal ameagada (GUARRERA; MARIGNOLI, 2005).

A investigacdo de produtos naturais e de seus diversos metabdlitos
continua sendo uma fonte potencial para o desenvolvimento de novas substancias
com uso terapéutico e também que funcionem como ferramentas farmacologicas
indispensaveis para a compreensao de fendmenos moleculares complexos.

A exploragdo dos recursos vegetais pode levar a identificagcdo de
metabdlitos secundarios valiosos, que sirvam como drogas, ou conduzir ao
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. O isolamento das primeiras
substancias puras derivadas de plantas comecou no século XVIII. Este século,
juntamente com o XIX, caracterizou-se pelos trabalhos de extragao, principalmente
de acidos organicos e de alcaldides. E desta época o isolamento da morfina (1806),
quinina e estriquinina (1820) (PINTO et al., 2002).

Diante da caréncia financeira, a fitoterapia € uma alternativa viavel para a
maioria dos brasileiros. Se por um lado existe a necessidade de intensificacdo de
estudos com potenciais floristicos do Brasil, visando a descoberta ou comprovacéao
de plantas usadas popularmente, por outro € preciso reverter os conhecimentos
adquiridos em beneficios das pessoas e obter um maior envolvimento da classe
médica (MARINHO et al., 2007).

A Universidade Federal do Ceara vem realizando, de forma integrada, um
extenso trabalho de pesquisa sobre a flora nordestina, estudando diversos produtos
de origem natural. Dentre esses, as espécies produtoras de alcaldides sdo de

especial importancia, dada a evidente atividade farmacoldgica dessas substancias.

1.2 Alcaldides

Alcaldides (termo linguisticamente derivado da palavra arabe alquali,
denominacdo vulgar da planta da qual a soda foi originalmente extraida) séo
compostos nitrogenados farmacologicamente ativos, encontrados
predominantemente nas angiospermas (KUTCHAN, 1995; EVANS, 1996).

Os alcaldides constituem-se num vasto grupo de metabdlitos com grande

diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias naturais
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descritas. Esse grupo quimico tem apresentado um grande impacto através dos
tempos na economia, na medicina e em outros setores sociais e politicos. Os indios
da bacia amazobnica utilizam o extrato seco da planta conhecida como curare,
contendo o alcaldide tubocurarina, para preparar dardos e flechas envenenados a
serem empregados na caca e nas guerras (ROBBERS; TYLER; SPEEDIE, 1997).

Os alcaldides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal,
contudo, em um ou mais 6rgéos havera o acumulo preferencial dessas substancias.
As funcdes destes compostos nas plantas ndo estdo bem esclarecidas. Inicialmente,
foram atribuidos aos alcaldides os papéis de protecdo, resultante da toxicidade
elevada que conferem ao vegetal. No entanto, acredita-se que os alcaldides atuem
também como reserva da sintese de proteinas, estimulantes ou reguladores do
crescimento, do metabolismo interno ou da reproducéo, sendo, ainda, agentes finais
da desintoxicacao e da transformagao simples de outras substancias, cujo acumulo
pode ser nocivo ao vegetal (HENRIQUES; KERBER; MORENO, 2001).

O amplo espectro das atividades bioldgicas reportadas aos alcaldides

pode ser relacionado com sua variedade estrutural (tabela 1).
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Tabela 1 — Exemplo das diferentes classes de alcaldides das plantas.

Classe Exemplo Origem
Piperidinicos N Nicotiana spp
CHs Nicotina
Tropanicos =~
o Atropina Atropa belladona L
S

Quinolinicos Cinchona spp.

Quinina
Isoquinolinicos Papaver somniferum L.
Morfina
Indolicos Toimbina Pausinystalia yohimbe
X i
Classe Exemplo Origem
CH;
. Pa— o R ,\ .
Imidazdlicos ° \‘;’ Tl » Pilocarpus spp.
0/7\_\_ N Pilocarpina
Hic”
o H
HSC\N/l Ll
Purinicos o7 N”> Teofilina Camellia sinensis
&,
OH
: ¥
Ami nas chy Efedrina Ephedra spp
alcaloidicas CHy

Fonte : Dicionario de Especialidades Farmacéuticas 2006/2007.

Diversos alcal6ides s&o utilizados em terapéutica atualmente, puros (por
exemplo, os alcaldides inddlicos, que sdo sempre usados na sua forma purificada)
ou em associagao, e também na forma de derivados. Outros sdo utilizados como
matéria-prima para a sintese de farmacos (SIMOES et al., 2004).

Os alcal6ides do tipo inddlico por sua vez, possuem grande importancia

econdmica devido as suas atividades farmacoldgicas. A atividade dos alcalbides
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inddlicos €, geralmente, mediada pela sua interagdo com um ou mais receptores
especificos. Podem atuar como agonistas ou antagonistas parciais nos receptores a-
adrenérgicos (ioimbina), serotoninérgico (reserpina), colinérgico (atropina) e
dopaminérgico (ergotamina) (SIMOES et al., 2004).

Sabe-se que plantas do género Aspidosperma s&o detentoras de
alcaléides, principalmente do tipo inddlico (JACOME; SOUZA; OLIVEIRA, 2003). Até
1956 eram conhecidos apenas quatro alcaldides inddlicos isolados de espécies de
Aspidosperma. Atualmente, esse numero ultrapassa 100 alcaldides (PEREIRA et al.,
2007).

1.3 O Género Aspidosperma

Plantas da familia Apocynaceae estdo incluidas fitogeneticamente na
ordem Gentiales e subclasse Asteridae, sendo consideradas como espécies
dicotiledéneas bem evoluidas e caracterizadas normalmente pela presenca de latex.
Na flora brasileira sdo catalogadas como apocinaceas mais de 400 espécies em 41
géneros, sendo 32 destes encontrados apenas na Amazénia (PEREIRA et al.,
2007).

Na familia Apocynaceae, as espécies do género Aspidosperma sé&o
encontradas apenas na América, principalmente entre o México e a Argentina. Além
da qualidade de suas madeiras, as cascas de espécies do género Aspidosperma
sdo usadas comumente na forma de infusbes pela medicina popular da regiao
Amazdnica. A baixa toxicidade e a auséncia de contra-indicagdes dessas infusdes
tém contribuido enormemente para a difusdo do uso das cascas de Aspidosperma
(WENIGER et al., 2001; FERREIRA et al., 2004).

Como exemplos, a espécie A. ramiflorum é empregada no tratamento de
leishmaniose (FERREIRA et al., 2004). A espécie A. nitidum é utilizada como
anticonceptiva (RIBEIRO et al.,, 1999), no tratamento de inflamag¢des de utero e
ovario, em diabetes, em problemas estomacais, contra cancer, febre e reumatismo.
Cascas de A. nitidum, A. album, A. discolor, A. excelsum e A. polineuron sao usadas
por nativos de diferentes locais da Amazébnia no tratamento da malaria. A atividade
antimalarica atribuida a essas espécies foram comprovadas por testes in vitro e in
vivo (CARVALHO et al., 1991).
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Cascas de A. quebracho blanco sdo usadas na regido andina como
afrodisiaco e contra febre. No Brasil, essa espécie € usada também em casos de
enfisema, bronquite e pneumonia, bem como no tratamento de disfuncido erétil,
contra sintomas da hiperplasia prostatica benigna e em dispnéia asmatica e cardiaca
(DEUTSCH et al., 1994) .

A familia Apocynaceae caracteriza-se quimicamente pela ocorréncia
frequente de estruturas alcaloidicas. No caso de espécies de Aspidosperma, ha
predominantemente a ocorréncia de alcaldides inddlicos de consideravel diversidade
estrutural. Segundo a literatura, alcaldides inddlicos constituem bons marcadores
guimiotaxondmicos para a classificacdo botanica das espécies de Aspidosperma
(PEREIRA et al., 2007).

Biologicamente, muitos alcal6ides inddlicos agem provavelmente nos
sistemas neurotransmissores opiaceos, GABAérgicos, colinérgicos, muscarinicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos (RIVAS et al., 1999). Por isso, sdo empregados
largamente como hipotensor arterial, simpatolitico, diurético, vasoconstrictor
periférico, estimulante respiratério, anestésico, agente bloqueador adrenérgico,
espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do musculo esquelético (GARRET et
al., 1995). Além disso, sao responsaveis pelos efeitos alucindgenos do tabaco, de
bebidas e rapés utilizados por nativos da Amazdnia, bem como pelas propriedades
sedativas do maracuja (ALLEN; HOLMSTEDT, 1980).

Ensaios biologicos de muitos alcaldéides monoterpénicos isolados das
cascas de A. quebracho-blanco indicaram atividade bloqueadora a-adrenérgica e
acao inibitoria de contragdes de musculo liso de tecidos de diferentes animais além
de acédo hipotensora e analgésica. Alcaldides das cascas das raizes e das folhas de
A. pyrifolium apresentam efeito hipotensivo forte na pressao arterial. Esse efeito foi
atribuido a alcaldides inddlicos presentes nos extratos dessa espécie (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983).

Muitos alcaldides inddlicos isolados de espécies do género Aspidosperma
apresentam efeitos mutagénicos em Salmonella typhimurium, em culturas de células
mamarias e em células pulmonares, além de efeitos inibitérios sobre monoamino
oxidase em tecido animal, crescimento e mitose de fibroblastos cardiacos (NUNES
et al., 1992). A atividade desses alcaléides em células de eucariontes e procariontes
tem sido atribuida a sua capacidade de intercalagdo quando interagem com o DNA.

Outros alcaldides sao parasiticidas e apresentam citotoxicidade em células
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cancerosas. Testes contra a doenga de Chagas mostram que esses alcaldides séao
ativos contra epimastigotos de Tripanosoma cruzi (PICADA et al., 1997; RIVAS et
al., 1999).

1.4 Aspidosperma ulei Markgf

De acordo com Braga (1979), Aspidosperma ulei Markgf, popularmente
conhecida como Pitia, apresenta-se como uma “arvore com casca aspera e
acinzentada. Folhas alternas, pecioladas, lanceoladas, glabras. Flores alvacentas,
pequenas, agrupadas em paniculas multiflioras terminais. Frutos capsulares,

coriaceos, com sementes achatadas e aladas.” (figura 1).



Figura 1 - Aspidosperma ulei Markgf. (A) arvores, (B) frutos e (C) flores.
Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira.
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Em um artigo publicado em 1954, Banerjee e Lewis utilizaram uma
solucdo de alcaldides extraidos do caule de Aspidosperma ulei e os resultados
encontrados foram os seguintes:

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

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

3. Diminuicao dos batimentos cardiacos em coracgao isolado de coelho e
vasoconstricao em ratos;

4. Efeito estimulante central:

Aumento da temperatura retal em camundongos

Convulsbes tonicas seguidas de morte em camundongos

“Scratching” das patas traseiras, salivagdo e lacrimejamento em
coelhos.

5. Atividade amebicida.

Outros dois trabalhos de Schmutz, Hunziker e Hirt (1957) e Lehner e
Schmutz (1961), utilizando a casca da raiz de Aspidosperma ulei, mostraram a
presenca 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 contragao induzida
pelo calcio em utero e em aorta, aparentemente por uma acao direta sobre os canais
de calcio (SOARES et al., 2004).

Apesar de a uleina ser o marcardor da Aspidoseprma ulei, este alcaléide
nao € exclusivo desta espécie; existem relatos da presenca 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; BROWN JR., 1976;
FRANCA; BROWN; SANTOS, 2000; ABREU E SILVA et al., 2002; MASSIOT et al.,
1992; JACOME; SOUZA; OLIVEIRA, 2003; SOARES et al., 2004; MACABEO et al.,
2005).
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O estudo de uma fragao rica em alcaldides (SFs.5) (figura 2) das cascas
da raiz de A. ulei demonstrou um efeito pré-erétil em camundongos (CAMPOS et al.,
2006). O resultado desse estudo aponta que SF3s5 facilita a ere¢do peniana de
camundongos possivelmente através da modulagcédo central de dopamina e de um
bloqueio de receptores a-, pré-sinapticos, com um subseqlente aumento na
liberacdo de 6xido nitrico nos nervos e artérias penianas. Esse estudo comprovou o

uso tradicional de extratos de Aspidosperma em disfungao erétil.

Tetrahidro-3,14,4,21-elipticina nor-uleina

Uleina

Figura 2 - Alcalbides presentes na fragdo (F(3-5)) extraida das cascas da raiz de A.

ulei.

Campos et al. (2007) verificaram o possivel efeito relaxante de (F(3-5))
em tiras de corpos cavernosos isoladas de coelhos pré-contraidas com solucédo de
potassio (K* 60 mM), prostraglandina (PGFaq 10°M), e fenilefrina (10 pM). A fracéo
SF35 (1 - 300 pg/ml) relaxou tiras de corpos cavernosos de forma dose-dependente
e de modo reversivel. Esse efeito relaxante nao foi afetado na presenga de atropina,

L-NAME, ODQ e em preparacdes pré-incubadas com tetrodotoxina, apamina,
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caribdotoxina e glibenclamida. Os autores discutem que o efeito relaxante dessa
fracdo possa estar relacionado pelo menos em parte a um bloqueio do influxo de
calcio ou de sua fungao.

Estudos recentes mostraram uma atividade pré-eretii de um alcaldide
inddlico isolado das cascas do caule de Aspidosperma ulei - 17-nor-subincanadina E
(SEC). Neste experimento a clonidina (100 ug/kg/i.p), uma droga agonista dos
receptores oy, inibiu as ereg¢des induzidas por SEC (25 mg/kg/i.p.), mostrando que
SEC pode estar atuando através do sistema noradrenérgico. O haloperidol (2
mg/kg/i.p) ndo induziu nenhuma resposta sexual nos camundongos. Os dados
obtidos apds o tratamento combinado com SEC revelaram que o haloperidol, um
antagonista dopaminérgico nao seletivo, inibe as ereg¢des induzidas por SEC.
Baseado nos dados mencionados os autores sugeriram que O sistema
dopaminérgico pode ser responsavel pela expressdo do comportamento sexual
induzido por SEC em camundongos (CAMPOS et al., 2007).

Nesse mesmo estudo, a injegao intraperitonial do alcaléide (25 mg/kg/i.p.)
mostrou resultados semelhantes a ioimbina (2 mg/Kg). Uma vez que a ioimbina atua
tanto no sistema noradrenérgico como dopaminérgico (RODRIGUEZ-MANZO, 1999)
€ provavel que SEC possua as mesmas acbes, por também se tratar de um
alcaloide inddlico. Além disso, os agonistas dopaminérgicos aumentam a atividade
da NO sintase e sabe-se que o NO participa na conducéo de importantes sinais intra
e extracelulares da funcao erétil (HEATON, 2000). Considerando isto, foi utilizado
um inibidor da NO sintase (L-NAME — 10 mg/kg/i.p), e verificou-se uma diminui¢gao
da atividade de SEC.

Sendo assim, de acordo com os resultados obtidos no estudo
anteriormrnte descrito, constatou-se que SEC induz eregdo peniana em
camundongos e que os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e nitrérgico podem
estar envolvidos nesta acao.

Pelo exposto, verifica-se que os estudos in vitro e in vivo sobre a atividade
das drogas na musculatura lisa cavernosa requerem conhecimentos dos
mecanismos envolvidos na contragdo e relaxamento muscular. Sendo assim, os
préoximos itens destinam-se a descrever tais mecanismos, e a fisiologia do musculo

liso.
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1.5 Fisiologia do musculo liso

As células musculares n&do estriadas ou lisas s&o um dos principais
componentes das vias aéreas, vasculatura, canal alimentar, trato urogenital e outros
sistemas. O musculo liso deve desenvolver forga ou se encurtar para gerar
motilidade ou para alterar as dimensdes de um 6érgédo. O musculo liso também deve
ser capaz de realizar contragbes econbmicas (isto é, consumindo o minimo de
trifosfato de adenosina, ATP), sustentadas ou ténicas, para manter as dimensdes
dos 6rgaos contra as cargas impostas. Por exemplo, os vasos sanguineos devem
ser capazes de resistir a pressao arterial. Em 6rgaos ocos, as células dos musculos
lisos sdo mecanicamente acopladas, o que |lhes permite funcionar de um modo
altamente coordenado (BERNE; LEVY, 2004).

O musculo liso € uma estrutura de grande importadncia para os
profissionais da area de saude uma vez que seu comportamento anormal participa
de uma gama de enfermidades como hipertensdo, aterosclerose, coronariopatia,
asma, disturbios intestinais, disfungédo erétil, entre outras (MURPHY; BRAYDEN,
1995).

A atividade contratii do muasculo liso cavernoso, vascular, traqueal e
intestinal pode ser alterada por um grande numero de compostos organicos, que
podem ser estimulantes ou relaxantes. Produtos naturais também séao
potencialmente ativos em processos celulares alterando a conformagao de canais
idnicos, interferindo em mecanismos de transducdo ativados por proteina G ou
mesmo funcionando como bloqueadores de canais (DRUMOND; HUGES, 1987).

A membrana da célula muscular lisa contém muitos tipos diferentes de
proteinas receptoras que podem iniciar ou inibir o processo contratil (KNOT et al.,
1996). Dessa forma, o musculo liso pode ser ativado por multiplos tipos de sinais:
por sinais nervosos, por estimulacdo hormonal ou por estiramento do musculo
(KOTECHA; NEILD, 1995; MEISS, 1989; SATO, 1994; NIXON; MIGNERI; SOMLYO,
1994).

O controle nervoso dos musculos lisos é feito pelo sistema nervoso
autbnomo. As divisbes simpaticas e parassimpaticas apresentam diferencas
anatbmicas, farmacolégicas e funcionais. Estas divisdes, frequentemente
antagénicas, funcionam integradamente para a manutencédo da constancia do meio

interno, ou seja, da homeostase (LIVINGSTRON, 1991). No que diz respeito as



30

diferengas funcionais, o mediador neuromuscular no simpatico é principalmente a
noradrenalina e no parassimpatico a acetilcolina (ZHANG; LANG, 1994).

Um exemplo do controle do musculo liso pelo sistema parassimpatico € o
trato respiratorio, que recebe inervacéo colinérgica parassimpatica através do nervo
vago, que quando estimulado produz uma rapida broncoconstrigdo, que é bloqueada
pela atropina. Apesar de existir uma grande populagcdo de receptores muscarinicos
nas vias aeéreas, estudos in vitro demonstram claramente que os receptores Mj
atuam de maneira importante na resposta contratil desse tecido (WHITE, 1995).

Em musculo liso existem evidéncias da participagdo de uma outra via
neuronal que ndo € de natureza adrenérgica e nem colinérgica. Foi proposto que o
oxido nitrico (NO) atua como um neurotransmissor n&o-adrenérgico n&o-colinérgico
(NANC) das fibras nervosas pés-ganglionares parassimpaticas, inervando uma
variedade de musculos lisos incluindo os corpos cavernosos e o musculo liso
vascular (TODA; AYAJIKI; OKAMURA, 2005). A descoberta da inervacgao nitrérgica
das células do musculo liso vascular tem revelado um novo entendimento do
controle neurogénico na fungdo desse musculo. O sistema de transducgéo de sinais
que promove o relaxamento do musculo liso vascular é produzido sistema nitrérgico
através ativagcado da guanilato ciclase, com a consequente produgdo de GMPc
(SCHMIDT et al., 1993).

O acoplamento exitacdo-contracao no musculo liso pode ser de dois tipos:
eletromecanico e farmacomecanico. No primeiro caso (eletromecanico) a contragéo
se origina em decorréncia da despolarizagdo da membrana, e no segundo
(farmacomecénico) ocorre através da estimulacao por  farmacos,
neurotransmissores, autacéides e hormoénios receptores de membrana, sem que
haja alteragdes no potencial de membrana (Em) ou necessitando-as em valores
muito baixos (REMBOLD, 1996). O desencadeamento da contragdo pode ocorrer
pela combinagdo dos dois mecanismos (SOMLYO; SOMLYO, 1968;
RASSMUNSSEN et al., 1987).

No acoplamento eletromecanico, a regulacdo da forca de contragao
depende do Em. A despolarizagdo da membrana ativa canais de calcio tipo L,
dependentes de voltagem, com consequente aumento no influxo de calcio. O
aumento na concentracao de calcio intracelular leva a contragao. A hiperpolarizagao
desativa estes canais, diminui o influxo de calcio e leva ao relaxamento muscular
(REMBOLD, 1996).
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A despolarizagcdo da membrana pode ocorrer tanto diretamente — por
estimulagado elétrica ou pelo aumento na concentracdo extracelular de potassio
(HERMSMEYER; STUREK; RUSCH, 1988) — como indiretamente, por acdo de um
agonista (CHEN; REMBOLD, 1995).

O acoplamento farmacomecénico refere-se a regulacdo da forgca de
contracdo independente da mudangca no potencial transmembrana. Envolve
alteragdes na concentragdo de calcio intracelular e na forgca de contragdo (além
daquela induzida pela despolarizacdo) ou na resposta celular ao calcio. No
acoplamento farmacomecanico, a alteragdo na concentragdo de calcio intracelular
pode ocorrer tanto por liberagao de calcio como por influxo de calcio mediados por
receptor (REMBOLD; WEAVER; LINDEN, 1991; MAJERUS, 1992; LEE; AARHUS,
1993; EXTON, 1994; REMBOLD, 1996).

Norepinefrina (HAEUSLER; DE PEYER, 1989; NELSON et al., 1988;
NEILD; KOTECHA, 1987), histamina (DROOGMANS; RAEYMAEKERS; CASTEELS,
1977; CASTEELS; SUZUKI, 1980; KEEF; ROSS, 1986; KEFF; BOWEN, 1989), 5-
hidroxitriptamina (NEILD; KOTECHA, 1987) e endotelina (McPHERSON; AGNUS,
1991) despolarizam a célula do musculo liso e, consequentemente, ativam canais de
célcio tipo L. A ativagdo desses canais aumenta o influxo de Ca™, o que leva a
contracgao.

Na contracdo induzida por agonistas farmacolégicos parece existir pouco
envolvimento do Ca*" extracelular para iniciar a contragcdo. A¢des de tais agonistas
dependem mais do Ca™" liberado de estoques intracelulares, pelo mecanismo de
liberagdo de calcio induzida por calcio e também pela produgédo de IP3 (SOMLYO,
1985; HAROOTUNIAN et al., 1991; VALDIVIA et al., 1992; MISSIAEN et al., 1992;
ROJAS et al., 1992; NOGUEIRA; D’OCON, 1993; STORK; COCKS, 1994). Esses
agonistas farmacologicos podem também aumentar diretamente a condutancia
através de canais de Ca'™ tipo L sem alteragbes no potencial de membrana
(NELSON et al., 1988).

Estudo em cultura de células musculares lisas de traquéia de uma
variedade de espécies tém demonstrado que bradicinina, carbacol e histamina,
induzem uma hidrélise dos fosfolipidios da membrana e a geragdo de inositol-
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), alterando as concentragdes intracelulares de
calcio. Esse aumento nas concentragdes intracelulares de calcio desenvolve um

papel fundamental na contragcdo muscular observada in vitro (AMRANI et al., 1995).



32

Em preparagdes musculares lisas intestinais, a ativacdo de receptores
muscarinicos geralmente produz contragao in vitro. A estimulagdo com carbacol, por
exemplo, produz uma contragéo inicialmente fasica, seguida por um componente
ténico, ambos reduzidos por nifedipina ou pela retirada de calcio extracelular (OHTA,
1991). Estudos em estimulagdo nervosa colinérgica mostram que, no musculo liso
intestinal, a resposta obtida € um aumento na condutancia do sodio e do calcio,
promovendo despolarizagcdo e aumentos na descarga de potenciais de agao
(HOYLE; BURNSTOCK, 1989).

No musculo liso intestinal, bem como em outros tipos de musculo liso, os
adrenoceptores sdo membros de uma familia de receptores acoplados a proteinas G
intermediarias de sistemas efetores (SCHWINN, 1993). A norepinefrina atua na
supressao da liberacédo de acetilcolina de fibras nervosas colinérgicas pela ativagéo
dos receptores a,, podendo também atuar através da hiperpolarizacao e diminuigao
da atividade elétrica espontanea (BULBRING; TOMITA, 1987).

Seja no acoplamento eletromecénico ou farmacomecénico, o mediador
final é geralmente um aumento da concentragdo de Ca*" no citoplasma, o qual é
necessario para fosforilagdo das cadeias leves de miosina que desencadeara o
processo contratil. A elevacdo da concentracgéo intracelular de célcio [Ca™]; pode ser
produzida pelos seguintes eventos: (1) Influxo de Ca*" através dos canais de calcio
dependentes de voltagem (canais lentos ou canais tipo L e canais rapidos ou canais
tipo T); (2) Liberacdo do Ca’™" existente em estoques intracelulares (reticulo
sarcoplasmatico), induzida pelo calcio ou pelo inositol trifosfato (IP3) ou ambos; (3)
Troca Na‘'/Ca’™ operando de maneira reversa; (4) Inibigdo da bomba de
Ca'"ATPase; (5) Entrada de célcio operada por receptor (SPERELAKIS, 1993;
PACAUD; LOIRAND, 1995).

Estabelecida uma contragao, o relaxamento das células musculares lisas
pode acontecer por varios tipos de processos que, na maior parte dos casos, passa
por redugéo da [Ca™"]i. Nas células musculares lisas, a liberagdo de 6xido nitrico
(NO) dos nervos e do endotélio inicia uma cascata de sinalizagdo, pela qual a
ativacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs) eleva os niveis de GMPc, que por sua
vez pode interagir com proteinas efetoras como: canais idnicos, fosfodiesterases e
proteinas quinases. Esse mecanismo esta bem estabelecido em células da

musculatura lisa cavernosa (UCKERT et al., 2004).
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A reducdo na [Ca®'] citoplasmatica mediada pelo GMPc pode ser
produzida por alguns mecanismos como: abertura de canais de K', que causa
hiperpolarizacdo da célula e posterior diminuicdo do influxo de Ca®* pelos canais
tipo-L (THORNBURY et al., 1991; ROBERTSON et al., 1993); diminuigao direta do
influxo de Ca®* através de canais do tipo-L independente da alteragdo no potencial
da membrana (Em) como os efeitos do 8-bromo-GMPc em células musculares
vasculares (ISHIKAWA; HUME; KEEF, 1993); ativacdo da bomba Ca?*-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico e da membrana plasmatica, dependentes de GMPc com
conseqiiente diminuicdo do Ca®" livre no citoplasma (POPESCU et al., 1985;
TWORT; VAN BREEMEN,1988); aumento da atividade trocadora Na*/Ca?* (ITOH;
KURIYAMA; UENO, 1983).

Dessa forma, substancias que aumentam as concentracbes de GMPc
relaxam o musculo liso por uma redugdo da [Ca®']i em células isoladas e tecidos
intactos (RAPOPORT et al., 1985; KARAKI et al., 1988; WORD et al.,, 1991;
MCDANIEL et al., 1992).

Também pode ocorrer relaxamento muscular liso por hiperpolarizagao
celular devida a aumento da probabilidade de abertura de canais K¢, € Katp mediada
por aumento da concentragcdo de AMPc (ANWER et al., 1992; QUAYLE et al., 1994).
Entretanto, assim como o GMPc, o AMPc também pode ser considerado capaz de
diminuir a [Ca?']i por diminuicdo do influxo de Ca?*, apresentando efeitos diretos
sobre os canais de Ca** do tipo-L (REMBOLD, 1996). O mecanismo primario para a
diminuicdo da [Ca®']i
quinase G (GMPc-dependente) (LINCOLN et al., 1990).

Outra acdo do AMPc pode ser a diminuicdo da sensibilidade ao Ca®'

provocada pela elevacdo do AMPc é a ativagao da proteina

intracelular. A ativacdo de proteinas-quinases dependentes de AMPc produz
fosforilagdo da quinase de cadeia leve da miosina em determinados sitios in vitro e
isso pode diminuir sua sensibilidade ao calcio.

Embora o mecanismo mais aceito para a regulagdo da contragcdo de
musculo liso seja o da ativacdo da quinase da cadeia leve de miosina dependente
de [Ca™] (HARTSHORNE, 1987; RASMUSSEN; TAKUWA; PARK, 1987),
evidéncias sugerem que a regulagéo entre [Ca™"] e a fosforilagdo da cadeia leve de
miosina é variavel e depende da forma de estimulacdo (REMBOLD, 1990, 1992;
TANG et al., 1992). A dependéncia relativa da fosforilagdo da cadeia leve da miosina

da [Ca'"]; foi chamada de sensibilidade da maquinaria contrati ao Ca’. Esta
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sensibilidade é alta quando um aumento relativamente pequeno na [Ca™"]; induz um
grande aumento na fosforilagdo da miosina. Inversamente, a sensibilidade é baixa
quando um aumento relativamente grande na [Ca®"]iinduz um pequeno aumento na
fosforilagdo da miosina (KITAZAWA; SOMLYO, 1990; HIMPENS; STULL et al.,
1990; OZAKI et al., 1991; HIMPENS; MISSIAEN; CASTEELS, 1995).

1.6 O Tecido erétil

O tecido erétil dos corpos cavernosos € composto por inUmeros espacos
lacunares interconectados, revestidos por células endoteliais, além de trabéculas,
que formam as paredes das lacunas e consistem em bandas espessas de musculo
liso e uma estrutura formada por fibroblastos, colageno e elastina (KRANE;
GOLDSTEIN; SAENZ DE TEJADA,1989). Os corpos cavernosos sao divididos por
um septo perfurado, que os permite funcionar como uma unidade.

A erecdo desejada inicia-se por um estimulo psiquico e uma resposta
neuroldégica que ira mediar uma serie de alteragcdes vasculares. O estado de flacidez
peniana corresponde um momento de contratura de sua musculatura lisa, que opde
resisténcia a entrada de fluxo de sangue arterial nas cavernas; quando esta
contratura desaparece, o fluxo arterial aumenta e surge a eregédo. No tecido erétil,
um balango entre os fatores contrateis e relaxantes controla o grau do tonus da
vasculatura e do musculo liso dos corpos cavernosos e determina o estado funcional
do pénis: detumescéncia e flacidez, tumescéncia e erecdo (CANOGIA, 1992).

A presenca e distribuicdo das fibras noradrenérgicas na vasculatura
peniana (artérias e veias) e musculo cavernoso foi descrita em varios estudos
(BENSON et al., 1980). Os receptores a4 noradrenérgicos estdo localizados na
membrana pés-sinaptica e sao responsaveis pelo efeito contratil da noradrenalina
(NA) no tecido erétil, ja os receptores a, estdo localizados na membrana pré-
sinaptica nas terminagdes nervosas noradrenérgicas e inibem a fungéo
noradrenérgica (DHABUWALA; RAMAKRISHNA; ANDERSSON, 1985).

Além da inervacao noradrenérgica, todos os tecidos penianos de animais
e humanos recebem uma rica inervagéo colinérgica (DAIL, 1993; HEDLUND; ALM,;
ANDERSSON, 1999; HEDLUND et al., 2000). A acetilcolina (Ach) liberada desses
nervos atua em receptores muscarinicos localizados no musculo liso cavernoso e

endotélio (TRAISH et al., 1995). O receptor muscarinico existente no musculo liso
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cavernoso € o subtipo M, (TOSELLI; MORELAND; TRAISH, 1994; TRAISH et al.,
1995).

Furchgott e Zawadaski (1980) relataram que a Ach relaxava leitos
vasculares apenas na vigéncia de um endotélio integro, sugerindo que essas células
produziam uma substancia responsavel pela resposta inibitéria evocada pela Ach,
através de receptores M3 localizados no endotélio. Essa substancia foi denominada
de fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Estudos subsequentes
revelaram que o EDRF era quimica e farmacologicamente indistinguivel do NO
(PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; IGNARRO et al., 1987a, 1987b).

Um importante papel para o NO no relaxamento dos corpos cavernosos e
na vasculatura € largamente aceito (BURNETT, 1997; TODA; AYAJIKI; OKAMURA,
2005). O NO pode ser produzido pelo endotélio e/ou pela inervagdo NANC dos
COrpos cavernosos.

Existe um consenso de que o NO é um pré-requisito para a geragao e
manutencgédo da pressao intracavernosa e da eregdo peniana. A sintese de NO e a
consequente ligacdo do NO a guanilil ciclase (GC) é essencial para o processo erétil.
(ANDERSSON, 2001).

Estudos revelaram que a infusdo de inibidores da NOS em ratos
antagoniza a eregao peniana induzida pela estimulagdo elétrica das terminagdes
NANC do musculo liso trabecular cavernoso (ANDERSSON; WAGNER, 1995). Os
inibidores da GC também inibem o relaxamento dos corpos cavernosos induzido por
estimulacao elétrica, bem como por ACh ou por doadores de NO, confirmando a via
do GMPc no mecanismo de relaxamento do corpo cavernoso (IGNARRO et al.,
1990; PICKARD; POWELL; ZAR, 1991; KIM et al., 1991; HOLMQUIST; HEDLUND;
ANDERSON, 1992; HAYASHIDA et al., 1996; RECIO et al., 1998; HEDLUND; ALM;
ANDERSSON, 1999).
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A figura abaixo resume os mecanismos envolvidos no controle da eregao

e 0s possiveis locais de agado de drogas pro-eréteis.

Ach
. . v
Colinérgico s P 5 My
—_—
L L]
Aca™, 1P, Aca™, 1P,
L-Arginina / AA +
0, p )eNOS Prostaglandina
G/H Sintase
NIO PGE,
- 7 NE—
PGE, , .
NO \ % Noradrénergico
NANC

Relaxamento Contracao

Figura 3 - Mecanismo periférico envolvendo erecdo e detumescéncia. Esquema
conceitual envolvendo mecanismos de regulacdo do tbnus da musculatura lisa
cavernosa, bem como o mecanismo de ag¢do do tratamento farmacolégico da
disfuncao erétil. AC — adenilato ciclase, AA — acido araquidénico, eNOS — 6xido
nitrico sintase endotelial, NO — éxido nitrico, GC — Guanilato ciclase, L-Arg — L-

arginina, IP3 — Inositol trifosfato, PLC — Fosfolipase C.
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1.7 Disfuncéo erétil

Segundo o Instituto Nacional de Saude Norte-Americano, a disfungéo
erétil (DE) é conceituada como a incapacidade persistente de obter ou manter uma
erecao adequada para permitir uma relagao sexual satisfatoria, €, portanto, diferente
de perda da libido, ejaculagdo precoce ou auséncia de orgasmo (NIH, 1993). Estima-
se que, em ambito mundial, aproximadamente 100 milhdes de homens apresentem
DE. No Brasil, estima-se que 11 milhdes de homens sofram de algum grau de DE
(GONGCALVES et al., 2007).

Estudos populacionais como o Massachusetts Male Aging Study,
utilizando questionarios para avaliacdo da qualidade da ere¢do, demonstram um
aumento da incidéncia de DE relacionado com a faixa etaria (CHAPPELL et al.,
1998). Um estudo de coorte de base populacional realizado na cidade de Salvador
comprovou que a incidéncia de DE aumenta com a idade, variando de 33 novos
casos por ano por 1.000 homens entre 40 e 49 anos a até 190 novos casos por ano
para cada grupo de 1.000 homens com idade entre 60 e 69 anos. Fazendo-se uma
projecao desses dados, estima-se a ocorréncia anual de aproximadamente
1.025.600 novos casos de DE em todo o Brasil (FERREIRA; SANTOS, 2005).

Quando o oOxido nitrico passou a ser reconhecido como mediador da
erecao, em 1992, um consideravel numero de pesquisas voltou-se para o
entendimento dos mecanismos dessa patologia e um grande numero de publicagdes
foi realizado nesse campo. Concomitante com a evidéncia cientifica, uma grande
campanha tem sido langada nos ultimos anos para chamar a atencdo do homem
para a importancia do seu bem estar sexual (CIRINO et al., 2005).

A causa da disfungao erétil masculina é classificada com freqiéncia como
psicolégica ou organica. A etiologia organica, o maior grupo, compreende 0sS casos
de origem vascular, neurolégica ou hormonal (MILLER, 2000). Neste, ha que se
incluir a DE por anormalidades ou lesbées que compreendem o musculo liso
cavernoso. A de causa psicolégica ocorre por inibigdo central do mecanismo de
erecdo, sem que haja um componente fisico definido (MELMAN, 1999).

Recentemente, os inibidores seletivos para fosfodiesterase 5, sildenafil,
tadalafil e vardenafil tornaram-se a opcao de tratamento para a disfungao erétil, mas

O uso dessas drogas apresenta contra-indicagdes, como a administragao
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concomitante de nitratos ou de bloqueadores a-adrenérgicos. Além disso, existem
relatos de disturbios visuais e cardiovasculares ndo desejados, presumivelmente
devido a expressédo diferencial de enzimas fosfodiesterase em varios tecidos, e a
seletividade dessas enzimas.

Portanto, formas alternativas de tratamento meédico permanecem
clinicamente interessantes, incluindo extrato de plantas, que muitos pacientes
preferem como modalidade de tratamento.

A pesquisa por produtos naturais pode freqientemente dar contribuicdes
substanciais para inovagao das drogas, uma vez que prové novas estruturas
quimicas e/ou mecanismos de acao. Muitos extratos de plantas sao tradicionalmente
empregados em diferentes culturas para melhorar a performance sexual. Existem
evidencias de que alguns alcaldides derivados de plantas tais como papaverina,
apomorfina, berberina e ioimbina podem ser Uteis para a impoténcia e a disfungcao
erétil. Recentemente, atividade pré-eretil de substancias presentes nas espécies do
género Aspidosperma, estes estudos dao suporte ao uso tradicional do género

aspidosperma para o tratamento da disfuncéao erétil.
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2 JUSTIFICATIVAS

Ha um crescente interesse das diferentes especialidades médicas pelo
uso cada vez maior de produtos de origem natural; sendo assim, a introducédo de
substancias naturais com atividade pro-eretii vem se tornando cada vez mais
relevante, pela facilidade com a qual podem ser encontradas e principalmente pelo
baixo custo quando comparadas aos medicamentos atualmente prescritos.

Estudos iniciais com fragdes ricas em alcaldides da planta Aspidosperma
ulei Markgf tém se mostrado promissores no relaxamento da musculatura lisa
peniana. O presente estudo teve como objetivo geral a investigacdao do efeito
relaxante sobre musculatura lisa de 17-nor-subincanadina E (SEC), um alcaldide

inddlico isolado das cascas do caule de Aspidosperma ulei Markgf.
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3 OBJETIVOS

1. Avaliar o efeito de SEC em diferentes tipos de tecido muscular liso

Corpo cavernoso, aorta, traquéia e duodeno in vitro;

2. Verificar o possivel efeito relaxante de SEC sobre a musculatura lisa

cavernosa de coelhos in vitro pré-contraidos com fenilefrina ou potassio;

3. Elucidar o envolvimento dos sistemas adrenérgico, colinérgico e
nitrérgico, bem como o envolvimento dos canais de potassio e calcio na agao da
droga.

4. Determinar os niveis de nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc.
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4 MATERIAIS

4.1 Animais

Foram utilizados coelhos Nova Zelandia, pesando entre 2,0 — 3,0 kg,
obtidos no setor de Cunicultura do curso de Zootecnia da Universidade Federal do
Ceara. Os procedimentos obedeceram aos padrdes e critérios da Comisséo de Etica
em pesquisa animal da Universidade Federal do Ceara, sob protocolo N° 39/04
(Anexo A).

4.2 Aparelhos e intrumentos laboratoriais

Produto

Agitadores magnéticos

Agulhas descartaveis

Balanca analitica

Balanga para pesagem de animais
Banho Maria

Bomba para aeragao
Crondmetros

Material cirurgico

PHmétro

Pipetas automaticas

Pipetas Pasteur

Ponteiras plasticas para pipetas
Poligrafo

Seringas descartaveis
Transdutores isométricos

Vidrarias

Origem

Fanem, Brasil

BD, Brasil

Marte AL 200, Brasil
Filizola, Brasil

Quimis, Brasil

Rebello & Ferreira, Brasil
Technos, Brasil

Edlo, Brasil

Alalion-MP 608, Brasil
Jencons , UK

Unilab, Brasil

Unilab, Brasil

Ugo Basile, EUA

BD, Brasil

Ugo Basile, Varese ltalia

Vidrolabor, Brasil



4.3 Drogas e reagentes

Produto

Acetilcolina

Apamina

Bicarbonato de sédio
Cloreto de calcio

Cloreto de calcio hexahidratado
Cloreto de magnésio Hexahidratado
Cloreto de potassio
Cloreto de sodio
Fenilefrina

Fentolamina

Forskolina

Fosfato de sédio dibasico
Glibenclamida

Glicose

Guanetidina

Iberiotoxina

Indometacina

L-NAME

oDQ

SEC

Sulfato de magnésio
Sulfato de sédio

Tiopental Sédico

Origem

Sigma, EUA
Sigma, EUA
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Quimex, Brasil
Vetec, Brasil
Vetec, Brasil
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Sigma, EUA
Synth, Brasil
Sigma, EUA
Vetec, Brasil
Sigma, EUA
Prof. Gerhard Malnic
Prodome, Brasil
Sigma, EUA
Sigma, EUA
UFC, Brasil
Quimex, Brasil
Vetec, Brasil

Cristalia, Brasil

42
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4.4 Solucdes

As seguintes solugdes foram preparadas com sais de pureza analitica:

e Krebs-Henseleit

Composicdo em mmol/L: NaCl 120; KCI 4,7; CaCl, 1,8; MgCl, 1,43;
NaHCO3; 25,0; KHoPO4 1,17 e Glicose 11.

Krebs-Henseleit sem Ca*™*

Composicdo em mmol/L: NaCl 120; KCI 4,7; MgCl; 1,43; NaHCO; 25,0;
KH,PO,4 1,17 e Glicose 11.

e Krebs-Henseleit despolarizante (K" 40mM)

Composicdo em mmol/L: NaCl 120; KCI 40; CaCl, 1,8; MgCl, 1,43;
NaHCO3; 25,0; KHoPO4 1,17 e Glicose 11.

e Carbogénio

Mistura gasosa de CO; a 5% e Oz a 95%.
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5 METODOS

5.1 Isolamento de 17-nor-subincanadina E (SEC)

A planta, conhecida como pitia, foi coletada pelo professor Edilberto
Rocha Silveira (Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica — UFC) na
localidade de Garapa em Acarape no Estado do Ceara. A espécie foi identificada no
Herbario Prisco Bezerra da UFC e catalogada (exsicata n°® 30823).

O isolamento de 17-nor-subincanadina E (SEC) foi realizado no
laboratério de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara,
que se encontra sob supervisdo do professor Edilberto Rocha Silveira.

Quatro quilos das cascas do caule de Aspidosperma ulei foram extraidos,
por maceragao, com 10 L de etanol por 24 horas. A extragao foi repetida 3 vezes e
as solugdes etandlicas foram evaporadas a pressao reduzida e reunidas, fornecendo
o extrato denominado ApCCE (435,32 g, 10,88 %).

Aproximadamente 20 gramas (20,7g) de ApCCE foram suspensos em
200mL de HCI 2M e colocados sob agitagao por 30 min. A suspenséo foi filtrada em
funil de Blcher sob vacuo e extraida com CH,Cl, (3 x 200 mL cada). A fase organica
foi seca com Na;SO4 anidro e rotaevaporado, fornecendo 776,9 mg de uma fragéo
denominada ApCCE-A.

A fase aquosa acida foi adicionado NH,OH até alcancar pH 9, observado
em papel de pH. A solucéo foi filtrada em papel de filtro, extraida com CH,Cl;, (3 x
200 mL cada) e seca com Na,SO4 anidro e rotaevaporado, fornecendo 781,8 mg de
uma fracdo denominada APCCE-B.

ApCCE-A (350 mg) foi adsorvido em 500 mg de gel de silica e
acondicionado em uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica.
Obtiveram-se 10 fragbes apos a eluigdo com uma mistura de CH2CIl,/MeOH (100 : 0
a98:2).

A fragdo 10 (153,0 mg) foi adsorvida em 500 mg de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica.
Obtiveram-se 3 subfragdes apos a eluicdo com uma mistura de CH,ClI,:CH3OH (98 :
2a94:06).
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O fracionamento cromatografico do extrato etandlico (sub-fracao 10/2) da
casca da raiz de Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um sdlido claro, de
ponto de fusdo 229,1-230,4°C , denominado AU-8.

AU-8 apresentou-se como um alcaldide através de ressonancia
magnética nuclear (RMN). Dados de RMN mostraram que AU-8 tratava-se de 17-

nor-subincanadina E, posteriormente chamado de SEC (figura 4).

A figura 5 ilustra o processo de obtencéo do alcaldide.

[
H

Figura 4 - SEC (17-nor-subincanadina E)
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Figura 5 - Isolamento de SEC (17-nor-subincanadina E)
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Minutes

Figura 6 - Cromatograma de SEC obtido a partir da fracao 10/2.

5.2. Efeito de SEC sobre a musculatura lisa de coelhos

Foram utilizados coelhos machos New Zeland adultos (2 - 3 kg). Apds
injecao com tiopental sédico (Tiopentax; 40 mg/kg i.v.) pela veia marginal, o pénis, a
traquéia, a aorta toracica e o duodeno foram retirados e imediatamente colocados
em solugdo de Krebs-Henseleit. Cada segmento de tecido foi montado em banhos
isolados de 5 ml contendo solugdo de Krebs-Henseleit aquecida a 37°C e
borbulhada com 95% de O, e 5% de CO,. Os tecidos foram conectados a um
transdutor de forca. A tensao aplicada aos tecidos foi periodicamente ajustada até
estabilizacdo e a solugédo nutritiva trocada a cada 15 min durante este periodo. As
alteragdes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (Ugo-
Basile, Varese, Italia) e registradas em um poligrafo de 2 canais, com o objetivo de

investigar a atividade da droga em estudo (Figura 7).
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Transdutor de Forga

POLIGRAFO

Figura 7 - Esquema do banho de tecido isolado.

5.2.1 Efeito de SEC sobre a contragdo induzida por fenilefrina em corpo cavernoso

de coelhos

Cada segmento de corpo cavernoso foi montado em banhos isolados
(como descrito previamente). Apos 1 de estabilizagéo, o tecido foi pré-contraido com
fenilefrina (PHE 10 uM); no platdé da contracao induzida por essa substancia, SEC foi
adicionado nas concentragdes de 1 - 100 pg/ml. A atividade do alcaldide foi

observada pela construcao de curvas de concentragao-resposta.

5.2.2 Efeito de SEC sobre a contracdo induzida por fenilefrina em anéis de aorta na

auséncia e na presencga de endotélio

Segmentos de aorta de aproximadamente 4 mm, com ou sem endotélio,
foram montados como descrito anteriormente. Apds um periodo de equilibrio de 1
hora com lavagens sucessivas a cada 15 min, observaram-se os efeitos de SEC (1 -
100 pg/ml) sobre anéis de aorta pré-contraidos por fenilefrina (PHE 10 yM), (Figura
8).
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Figura 8 - Montagem dos anéis de aorta em banho isolado.

5.2.3 Efeito de SEC sobre a contragao induzida por carbacol em anéis de traquéia

A traquéia foi removida e dissecada, seguindo o procedimento
experimental descrito por Castillo e De Beer (1947). Cuidadosamente o tecido foi
cortado transversalmente entre os seguimentos de cartilagem, e 6 anéis foram
lagados e acoplados a um transdutor isométrico. O tecido foi mantido em solugéo de
Krebs-Henseleit em banhos de 5 ml (Figura 9). Apds um periodo de equilibrio de 1
hora com lavagens sucessivas a cada 15 min, observaram-se os efeitos de SEC (1-

100 pg/ml) sobre a contracao induzida por carbacol (CCH 10 pM).

Figura 9 - Montagem dos anéis de traquéia em banho isolado (CASTILLO; De
BEER, 1947).
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5.2.4 Efeito de SEC sobre a atividade espontanea de duodeno

Cerca de 2 cm do segmento proximal do duodeno foram removidos e
dispostos em uma placa de petri. Apds a retirada, a luz duodenal foi lavada com
solucgéo fisioldgica. O segmento duodenal foi submetido a uma tensdo de 2g em um
banho contendo 10 ml de solugdo de Hrebs-Henseleit. Apdés a estabilizagdo,
observaram-se os efeitos de SEC (1 - 100 ug/ml) sobre a atividade espontanea do

tecido.

5.3 Efeito de SEC em corpos cavernosos de coelhos

5.3.1 Efeito sobre a contragao induzida por fenilefrina ou potassio

Apds 60 minutos de estabilizagdo, o tecido cavernoso foi pré-contraido
com fenilefrina (PHE 10 uyM) ou com potassio (K* 40 mM); no platé da contragéo
induzida por essas substancias, observaram-se os efeitos de SEC (1 - 100 yg/ml) na
presenca de um bloqueador dos canais de potassio dependente de ATP
(glibenclamida 10 uM) e de inibidores dos canais de potassio calcio-dependentes de
alta, intermediaria e baixa condutancia (iberiotoxina e apamina 0,1 uM) e na
presenca de um bloqueador muscarinico (atropina 10 uM), e de antagonistas
noradrenérgicos (fentolamina 10 yM e guanetidina 10 puM). Foram observados
também os efeitos de SEC (1 - 100 pg/ml) na presenga de um inibidor da guanilato
cilcase soluvel e um inibidor da o6xido nitrico sintase, ODQ 30 uM e L-NAME
respectivamente, e a atividade de SEC 10 ug/ml e 30 pug/ml sobre o relaxamento
induzido por NO (1 - 3000 nM) e Forskolina.

5.3.2 Dosagem de GMPc e AMPc tecidual

Foram utilizados coelhos machos New Zeland adultos (2 - 3 kg). Apés
injecdo com tiopental sédico (Tiopentax; 40 mg/kg i.v.) pela veia marginal, o pénis, a
traquéia, a aorta toracica e o duodeno foram retirados e imediatamente colocados
em solucao de Krebs-Henseleit. Cada segmento de tecido foi montado em banhos
isolados de 5 ml contendo solugdo de Krebs-Henseleit aquecida a 37°C e

borbulhada com 95% de O, e 5% de CO,. Os tecidos foram conectados a um
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transdutor de forga. Em presenga de SEC (17-nor-subincanadina E), um alcaldide
isolado das cascas do caule de Aspidosperma ulei MARKGR. , foram realizados os

seguintes protocolos:

e Medida de GMPc e AMPc basal

Apds o periodo de estabilizagdo, aproximadamente 1 hora, as tiras de

corpos cavernosos foram congeladas em nitrogénio liquido.

e Medida de GMPc e AMPc apds pré-contracao com fenilefrina

ApoGs o periodo de estabilizacdo, os anéis foram pré-contraidos com
fenilefrina 107 M. Apés 10 minutos da adicdo do agonista contratil, a contracéo

atingiu seu platé, e o tecido cavernoso foi congelado em nitrogénio liquido.

¢ Medida de GMPc e Ampc ap6s a exposi¢cao ao alcalodide

Ap6s o periodo de estabilizacéo e pré-contragdo com fenilefrina (107 M),
foi adicionado SEC 7,5 pg/ml e 15 pg/ml. Apdés a obtengdo de um platd de
relaxamento, o que ocorreu em cerca de 20 min, as tiras de corpos cavernosos
foram congeladas em nitrogénio liquido. Todas as amostras foram mantidas a -20°C

até o dia do experimento.

e Homogeneizacao do tecido e dosagem de proteinas

O tecido congelado foi homogeneizado em solugdo de Krebs gelado.
Apos completa maceracdo do tecido, aliquotas de todas as amostras foram
separadas para dosagem de proteinas pelo método de Bradford, 1976.

¢ Preparacédo da amostra

Ao macerado de tecido foi adicionado acido tricloroacético (TCA)

(resultando em uma concentracdo final do TCA de 10%). O TCA foi utilizado para
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precipitar proteinas; apés a adicdo do TCA, as amostras foram agitadas e
posteriormente centrifugadas a 2000 xg por 15 minutos a 4°C. Removemos o
sobrenadante e descartamos o precipitado. O sobrenadante foi lavado com éter
dietilico saturado de agua (em um volume 4 vezes maior que o volume da amostra)
e a fragao etilica (superior) foi descartada. Este processo foi repetido por quatro
vezes. Ao final das lavagens secamos as amostras em atmosfera de nitrogénio a
60°C e as ressuspendemos no tampdo de ensaio do “kit” imunoenzimatico para
dosagem de GMPc e AMPc. Utilizamos o método de ndo-acetilagdo da amostra para
dosagem, em fentomoles de GMPc e AMPc por poco. Posteriormente, calculamos a

concentragcao dos nucleotideos por mg de proteinas do tecido tecido.

5.3.3 Efeito sobre o relaxamento induzido por campo elétrico

O campo elétrico (ECE) utilizado para estimulacdo do tecido foi gerado
por uma voltagem de 30 V, com uma frequéncia variante (0,5, 1, 2, 4, 8 e 16 Hz), na
forma de pulso de onda quadrado (1,0 ms duragdo do pulso), usando um
estimulador Grass S6 (Astro-Med Industrial Park; RI, USA). O estimulo elétrico foi

aplicado em segmentos de corpos cavernosos pré-contraidos com fenilefrina 10uM

TRANSDUTOR
ISOMETRICO

ESTIMULADOR
ELETRICO

REGISTRADOR

0, +CO,

nnnnmt
i s

(controle) e na presenga de SEC (1-10 pg/ml) (figura 10).

Figura 10 - Esquema do banho isolado de corpo cavernoso e da aplicagdo do

estimulo elétrico.
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5.3.4 Efeito de SEC sobre contragdes induzidas por CaCl;, numa solugéo

despolarizante zero calcio

Apds 60 min de estabilizacdo, a solucao de Krebs-Henseleit normal foi
trocada por solucdo despolarizante (K* 40 mM) sem calcio em sua composigao.
Curvas cumulativas de calcio (CaCl, 1 - 300 mM) foram registradas na auséncia
(controle) e na presenga de SEC (3,5; 7,5 e 15 pg/ml) adicionado a solugéo 10

minutos antes do inicio da curva.

5.4 Andlise estatistica

Os resultados sao apresentados como média * erro padrao da média (X =
EPM) onde n representa o0 numero de experimentos. S&o considerados
estatisticamente significantes os resultados que apresentam probabilidade de
ocorréncia da hipotese nula menor que 5% (p<0,05). Para comparagdo de dois
grupos usamos teste t de Student pareado ou n&o-pareado. Para comparagéao de
mais de dois grupos experimentais foram utilizados ANOVA e tested de multipla
comparacgao, citados apropriadamente na seg¢aode resultados e/ou nas legendas das
figuras. A concentragdo da substéncia capaz de produzir 50% do seu efeito maximo

(ICsp) foi calculada por uma transgressao nao linear.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito de SEC sobre a musculatura lisa de coelhos

6.1.1 Efeito de SEC sobre a contracdo induzida por fenilefrina em corpo cavernoso

de coelhos

SEC relaxou tiras de corpos cavernosos pré-contraidas com fenilefrina 10
MM. A resposta relaxante maxima induzida por SEC em segmentos de corpos
cavernosos de coelhos contraidos com fenilefrina 10 uM foi de 100% (SEC 100
pg/mL; **p<0,01 vs controle),Como visto na figura 12. A figura 11 mostra o
relaxamento induzido pelo alcaléide e a recuperacdo do tecido apds 30 min de

lavagem.

1g|_

PHE 10pM pr—)

Figura 11 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contracéo

induzida por fenilefrina 10uM em segmentos de corpos cavernosos de coelhos
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Figura 12 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 pg/mL) na contragao
induzida por fenilefrina 10 yM em corpos cavernosos de coelhos. Os dados sao
expressos como meédia + erro padrdo da média (N=4) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 10 uM. **p<0,01, teste t de

Student pareado.

6.1.2 Efeito de SEC sobre a contragao induzida por fenilefrina em anéis de aorta na

auséncia e na presenca de endotélio

SEC relaxou anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina 10 uM. Esse
relaxamento foi observado tanto na presenca quanto na auséncia de endotélio. A
resposta relaxante maxima induzida por SEC em anéis de aorta contraidos com
fenilefrina na presenca de endotélio foi de 100% * 0,00% SEC (100 pg/mL), e na
auséncia do endotélio foi de 91,67% = 8,33% (SEC 100 pyg/mL), como visto na figura
14. A figura 13 mostra o relaxamento induzido por SEC e a recuperagao do tecido

apos 30 min de lavagem.
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Figura 13 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contragcéo
induzida por fenilefrina 10uM em anéis de aorta de coelhos com endotélio (A) e sem

endotélio (B), bem como a recuperacgéao do tecido apés um periodo de 30 minutos de

lavagem.
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Figura 14 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 pg/mL) na contragao
induzida por fenilefrina 10 yM em anéis de aorta de coelhos. Os dados sao
expressos como meédia + erro padrao da média (N=4) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 10 yM. p>0,05, teste t de Student
nao-pareado.
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6.1.3 Efeito de SEC sobre a contragao induzida por carbacol em anéis de traquéia

de coelhos

SEC relaxou anéis de traquéia pré-contraidos com carbacol 10 uM A
resposta relaxante maxima induzida por SEC em anéis de traquéia contraidos com
carbacol foi de 95,92% % 1,53% (SEC 100 ug/ml), como visto na figura 16. A figura
15 mostra o relaxamento induzido por SEC (1 - 100 yg/mL) e a recuperagéo do

tecido ap6s 30 min de lavagem.

e
~—~ 1g|

.
.
CCH 10 pM CCH 10 M —

Figura 15 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contracao
induzida por carbacol 10 uM em anéis de traquéia de coelhos, e a recuperagao do
tecido apds um periodo de 30 minutos de lavagem. O tragado acima é representativo

de quatro experimentos.
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Figura 16 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 pg/mL) na contragao
induzida por por carbacol (CCH) 10uM em anéis de traquéia de coelhos. Os dados
sd0 expressos como meédia *+ erro padrdo da média (N=4) da porcentagem de

relaxamento dos tecidos contraidos com carbacol 10 pM.

6.1.4 Efeito de SEC sobre a atividade espontanea de duodeno

SEC inibiu a atividade espontanea em segmentos de duodeno de
coelhos. A resposta inibitoria maxima induzida por SEC na atividade esponténea
desse tecido foi de 93,40% + 6,60 (SEC 100 pg/ml), como visto na figura 18. A figura
17 mostra o relaxamento induzido por SEC (1 - 100 ug/mL) em segmentos de

duodeno.
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Contragao
Espontanea

Figura 17 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC (1-100 pg/ml) sobre
a atividade espontanea de segmento de duodeno de coelhos.
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Figura 18 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 ug/mL) sobre a atividade
esponténea de segmentos de duodeno de coelhos. Os dados sao expressos como

média + erro padrao da meédia (N=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos.

Os dados obtidos a partir dos experimentos acima descritos permitiram a

obtencdo de curvas dose-resposta do alcaldide nos diferentes tecidos musculares
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estudados e os consequentes valores de ICsy (IC95%). Esses resultados estédo

mostrados na tabela 3.

Tabela 2 - Concentragéo inibitéria 50% em base pg/ml, com seus respectivos
IC95%, de SEC em corpo cavernoso, aorta, traquéia e duodeno de coelhos, pré-
contraidos com fenilefrina ou carbacol.

ESTIMULO TECIDO ICs0 (1IC95%) - pg/ml
Fenilefrina (10uM) Corpo cavernoso 7,174 (3,155 - 16,31)
Fenilefrina (10uM) Aorta E* 26,15 (6,088 - 112,4)
Fenilefrina (10uM) Aorta E 29,76 (12,26 — 72,27)
Carbacol (10uM) Traquéia 60,25 (0,330 - 109,80)

Atividade Espontanea Duodeno 76,78 (33,09 - 178,2)

Clso: concentragéo inibitoria 50%. Concentragéo necessaria para produzir 50% da resposta relaxante maxima

IC95%: Intervalo de confianga de 95%.

6.2 Efeito de SEC em corpos cavernosos de coelhos

6.2.1 Efeito sobre a contracdo induzida por fenilefrina na presenca de apamina,

iberiotoxina e glibenclamida

SEC relaxou tiras de corpos cavernosos pré-contraidos com fenilefrina 10
MM mesmo na presenga dos inibidores dos canais de potassio apamina 0,1uM e
iberiotoxina 0,1uM e glibenclamida 10mM. A resposta relaxante maxima induzida por
SEC (100 pg/ml) em segmentos de corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos
por fenilefrina 10 foi de 100% e de 89,36 % + 1,69 na presencga da associagcdo dos
inibidores apamina, iberiotoxina e glibenclamida, como visto na figuraa 20. A figura
21, mostra o relaxamento induzido por SEC (1 — 100 ug/mL) na presenga dos

inibidores.
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Apa 0,1 yM
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Figura 19 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contragao
induzida por fenilefrina 10uM na presenga de apamina 0,1 uM, iberiotoxina 0,1 uM e
glibenclamida 10mM em segmentos de corpos cavernosos de coelhos. O tragcado

acima é representativo de quatro experimentos.
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Figura 20 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1 - 100 ug/mL) em segmentos
de corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos por solucdo despolarizante de K*

40 mM. Os dados sao expressos como média = erro padrao da média (N=4) da
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porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com solugé&o despolarizante de
K* 40mM. p > 0,05, teste t de Student ndo-pareado.

6.2.2 Efeito sobre a contragao induzida por fenilefrina na presenca de atropina

Mesmo na presenca de Atropina 10 uM, SEC relaxou tiras de corpos
cavernosos pré-contraidas com fenilefrina 10 yM. A resposta relaxante maxima
induzida por SEC em segmentos de corpos cavernosos de coelhos contraidos com
fenilefrina 10 uM pré-tratados com atropina 10 uyM foi de 100 + 0,00% (SEC 100
pg/ml), como visto na figura 23. A figura 22 mostra o relaxamento induzido por SEC

(SEC 1 -100 pg/mL) na auséncia e na presencga de atropina.

SEC pg/ml ! SEC pg/ml

S 3 .I |
1 \\\ | Atropina 14
10 pM 2
5'- [ u 3 L]

\ 10
L]
10\\\?\- | [ B
30 i 30
. \
100 ]

[ ]
. 100y |
PHE 10 pM

L ]
PHE 10 pM

10min

Figura 21 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC (1-100ug/ml) na
contragao induzida por fenilefrina (PHE) 10 uM em corpos cavernosos de coelhos e

pré-tratados com atropina (10 uM).
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Figura 22 - Curva dose-respota do efeito de SEC (1-100 ug/mL) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 uM na presenca de
atropina (10 pM). Os dados sao expressos como media £ erro padrdo da média
(N=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com fenilefrina 10 M.
p > 0,05, teste t de Student pareado.

6.2.3 Efeito sobre a contracdo induzida por potassio 40mM na presenca de

guanetidina e fentolamina

A presenga de um agente simpatolitico (guanetidina) e de um bloqueador
de receptores adrenérgicos (fentolamina), n&o bloqueou o relaxamento induzido por
SEC. A resposta relaxante maxima induzida por SEC 100 ug/mL em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos contraidos por K* na presenca dos bloqueadores do
sistema adrenergico foi de 100,0% (SEC 100ug/ml), como visto na figura 25. A figura
24 mostra o relaxamento induzido por SEC na auséncia e na presenga dos

inibidores A e B respectivamente.
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Figura 23 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contragcéo
induzida por solugdo despolarizante de K™ 40mM (A) e na presenga de guanetidina e
fentolamina (10uM) (B) em segmentos de corpos cavernosos de coelhos. O tragado

acima é representativo de quatro experimentos.
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Figura 24 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 ug/ml) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos por solucdo despolarizante de K*
40mM na auséncia e na presencga de guanetidina e fentolamina (10uM). Os dados
sdo expressos como média = erro padrao da média (n=4) da porcentagem de
relaxamento dos tecidos contraidos com solugéo despolarizante de K* 40mM. p >

0,05, teste t de Student ndo pareado.

6.2.4 Efeito sobre a contracao induzida por fenilefrina na presenca de L-NAME

SEC relaxou tiras de corpos cavernosos pré-contraidas com fenilefrina 10
MM mesmo na presenca de L-NAME 100 yM, um bloqueador da 6xido nitrico sintase
(NOS). A reposta relaxante maxima induzida por SEC (300 pg/ml) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina foi de 67,93% + 4,9 e
de 62,37% + 1,64 na presenca de L-NAME 100 pM, como visto na figura 27. A figura
26 mostra o registro fisiografico do efeito relaxante de SEC sobre a musculatura lisa

cavernosa na auséncia (A) e na presenca de L-NAME.
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Figura 25 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contragéo
induzida por fenilefrina 10 uM (A) e na presengca de L-NAME 100 pM (B) em

segmentos de corpos cavernosos de coelhos.
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Figura 26 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-300 ug/ml) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 yM na auséncia e
na presenca de L-NAME (100 uM). Os dados sé&o expressos como média + erro
padrdo da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com
fenilefrina 10 uM. ).p > 0,05, teste t de Student pareado.

6.2.5 Efeito sobre a contracao induzida por fenilefrina na presenca de ODQ

A adicdo de ODQ 30 uM, um bloqueador da guanilato ciclase soluvel,
inibiu o relaxamento induzido por SEC em corpos cavernosos de coelhos. A reposta
relaxante maxima induzida por SEC 100 ug/ml em segmentos de corpos cavernosos
de coelhos pré-contraidos com fenilefrina foi de 100% e de 79,1% + 4,5 na presenca
de ODQ 30uM, como visto nas figuras 29. A figura 28 mostra o relaxamento induzido
por SEC na presenca de ODQ 30 pM.
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PHE 10 uM 10min

Figura 27 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC na contragao
induzida fenilefrina 10 yM na presenca de ODQ 30uM em segmentos de corpos

cavernosos de coelhos.
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Figura 28 - Curva dose-resposta do efeito de SEC (1-100 ug/ml) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 yM na auséncia e
na presenga de ODQ (30uM). Os dados sédo expressos como média * erro padrao
da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos contraidos com
fenilefrina 10 yM. ).*p < 0,05, **p < 0,01, teste t de Student ndo pareado.
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6.2.7 Efeito sobre o relaxamento induzido por éxido nitrico (NO)

A pré-incubacéao do tecido com SEC 10 e 30 ug/ml potencializou o efeito
relaxante induzido por NO. A resposta relaxante maxima induzida por NO (1 - 3000
nM) foi de 61,15 %z 7,8 e na presenga de SEC 10 e 30 pg/ml de 73,67 % + 6,9 e
87,19 % + 2,9 respectivamente, como visto na figura 33. A figura 32, mostra o efeito
de NO sobre a musculatura lisa de coelhos na auséncia de SEC (A) e na presenca
de SEC 10 e 30 ug/ml (B) e(C) respectivamente.
NO
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L ]
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Figura 29 - Registro fisiografico representativo do efeito relaxante de NO (1 - 3000
nM) em segmentos de corpos cavernosos pré-contraidos com fenilefrina 10 uM (A) e

na presencga de SEC 10 pg/ml e 30 pg/ml (B e C, respectivamente).
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Figura 30 - Relaxamento induzido por NO (1-3000 mM) em segmentos de corpos
cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 yM (controle) e apds a pré-
incubacdo com SEC 10 pg/ml e SEC 30 ug/ml Os dados sdo expressos como meédia
+ erro padrdao da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos
contraidos com fenilefrina 10 uM.*p < 0,05, **p < 0,01, ANOVA seguida de Tukey.

6.2.8 Efeito sobre o relaxamento induzido por forskolina

SEC 30 pg/ml potencializou o relaxamento induzido por forskolin, um
ativador da adenilato ciclase, como visto na figura 35. A figura 34 mostra o efeito de
forskolin na auséncia (A) e na presenga de SEC 10 e 30 pg/ml (B) e (C)
respectivamente.
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Figura 31 - Registro fisiografico representativo do efeito relaxante de forskolina (10
- 10° M) em segmentos de corpos cavernosos pré-contraidos com fenilefrina 10 uM

(A) e na presenca de SEC 10 ug/ml e 30 pg/ml (B e C, respectivamente).
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Figura 32 - Curva dose-resposta do efeito de Forskolina em segmentos de corpos
cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 uM (controle) e apds a pré-
incubacédo com SEC 10 pg/ml e SEC 30 ug/ml Os dados sdo expressos como media
+ erro padrdo da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos

contraidos com fenilefrina 10 uM.*p < 0,05, ANOVA seguida de Tukey.

6.2.9 Efeito sobre a dosagem de GMPc e AMPc tecidual

Os niveis basais de GMPc dosados em corpos cavernosos de coelhos
pré-contraidos com fenilefrina 10 uM foi de 8,3 % + 2,9 %, na presencga de SEC 7,5
e 15 ug/ml foi de 8,5 % £ 1,0 e 21,5 % £ 4,2 % respectivamente, e na presencga de
SNP 1 uM foi de 43,6 % % 1,8 %, como mostrado na figura 36. Os niveis basais de
AMPc dosado em corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10
uM foi de 117,3 % = 7,9 %; na presenca de SEC 15 ug/ml foi de 331,95 % + 26,1 e
na presencga de forskolina 1uM foi de 1933,9 % £ 116,4 %, como mostrado na figura
37.
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Figura 33 - Medida de GMPc em tiras de corpos cavernosos de coelhos expostas a
salina (controle), SEC (7,5 ou 15 ug/ml), SNP (1 uM) ***p<0,001 vs. controle,
ANOVA seguido de Tukey (n=4 em duplicata). #p<0,001 SNP vs. SEC15. Os niveis

de GMPc sao expressos como média + SEM.
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Figura 34 - Medida de AMPc em tiras de corpos cavernosos de coelhos expostas a
salina (controle), SEC (15 ug/ml) ou forskolina (1 uM). ***p<0,001 vs. controle,
ANOVA seguido de Tukey (n=4 em duplicata). #p<0,001 FK vs. SEC15. Os niveis de

AMPc sao expressos como média + SEM.
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6.2.10. Efeito sobre o relaxamento induzido por estimulo elétrico (ECE)

SEC inibiu o relaxamento induzido pelo estimulo elétrico. A resposta
relaxante maxima obtida na maior frequéncia utilizada (16 Hz) foi de 65,0 £ 10,9% e
de 0,7 = 0,7% para a freqiéncia minima (2Hz). A incubagado dos tecidos em SEC

afetou a resposta ao ECE (figuras 38 e 39).

SEC 1g/'ml
* SEC gpg/ml SEC10pgml

S

Figura 35 - Registro fisiografico representativo do efeito de SEC sobre o

relaxamento induzido por estimulo elétrico transmural (ECE) em corpos cavernosos

isolados de coelho pré-contraidos por fenilefrina (10uM).
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Figura 36 - Relaxamento induzido por ECE (0,5-16Hz) antes e apds incubagcdo com
SEC (1 — 10 pg/ml) em corpos cavernosos isolados de coelho pré-contraidos por
fenilefrina (10 uM). Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média

(N=4) da porcentagem do relaxamento induzido por ECE. *p<0,05, teste t de student
pareado.
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6.2.11 Efeito de SEC sobre contracbes induzidas por CaCl,, numa solugéo

despolarizante zero calcio

A contracdo induzida pela adigdo cumulativa de calcio ndo foi revertida
pela pré-incubagao do tecido com SEC (3,5 ug/mL). A figura 40 mostra a contragao

induzida por CaCl, na auséncia e na presenca de SEC 3,5 ug/mL. A figura 41
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mostra o registro fisiografico do efeito de SEC sobre a contracao induzida por CaCls,

Figura 37 - Efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 - 100 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM; 0 Ca*™ na presenca e na auséncia de SEC 3,5 ug/ml. Os dados sdo expressos
como meédia + erro padrdo da média (N=4) da porcentagem de contragdo dos
tecidos induzidos por CaCl; (1-100 mM). p>0,05, teste t de student pareado.
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Figura 38 - Registro fisiografico representativo do efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 - 100 ug/ml) na contragao
induzida por solucéo despolarizante de K* 40mM, 0 Ca™" na presenca ou auséncia de SEC 3,5 ug/ml; o gréafico também evidencia

a recuperagao do tecido apos 30 min de lavagem.



82

A contracdo induzida pela adigdo cumulativa de calcio nao foi revertida
pela pré-incubagao do tecido com SEC (7,5 ug/mL). A figura 42 mostra a contragao
induzida por CaCl, na auséncia e na presenca de SEC 7,5 pg/mL. A figura 43

mostra o registro fisiografico do efeito de SEC sobre a contragéo induzida por CaCly,
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Figura 39 - Efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 - 100 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM; 0 Ca*™ na presenca e na auséncia de SEC 7,5 pug/ml. Os dados s&o expressos

como média + erro padrdo da média (N=4) da porcentagem de contragdo dos

tecidos induzidos por CaCl; (1-100 mM). p>0,05, teste t de student pareado
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Figura 40 - Registro fisiografico representativo do efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1-300 ug/ml)
na contracdo induzida por solucdo despolarizante de K* 40mM, 0 Ca*™ na presenca ou auséncia de SEC 7,5
Mg/ml; o grafico também evidencia a recuperagcdo do tecido apdés 30 min de lavagem. O tracado acima é

representativo de 4 experimentos.
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A contracao induzida pela adicdo cumulativa de calcio foi revertida pela
pré-incubagdo do tecido com SEC (15 pg/mL). A figura 44 mostra a contragao
induzida por CaCl, na auséncia e na presenga de SEC 15 ug/mL. A figura 45 mostra

o registro fisiografico do efeito de SEC sobre a contragéo induzida por CaCly,

120 -

100 H —e— Controle - Cacl,
—o— SEC + Cacl,

(0]
o
L

60 1 **

**

Contracgéao (%)

40

20 A

10 100
(CaCla2mM)

-

Figura 41 - Efeito de concentragées cumulativas de CaCl, (1-100 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM; 0 Ca™ na presenca e na auséncia de SEC 15 yg/ml. Os dados sdo expressos
como meédia + erro padrdo da média (N=4) da porcentagem de contragdo dos

tecidos induzidos por CaCl, (1-100 mM). **p<0,01, teste t de student pareado.
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Figura 42 - Registro fisiografico representativo do efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1-300 pug/ml)
na contracdo induzida por solugéo despolarizante de K" 40mM, 0 Ca™" na presenca ou auséncia de SEC 15

pg/ml. O tracado acima é representativo de 4 experimentos.
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7 DISCUSSAO

A disponibilidade atual de novos medicamentos para o tratamento da
disfungdo erétil oferece a possibilidade de multiplas intervengdes farmacoldgicas
para o tratamento da impoténcia. Agentes administrados por via oral, como o
sildenafil, tadalafila e vardenafila, embora apresentem a vantagem da conveniéncia,
nao manifestam efeito sobre a libido e o desejo sexual.

Pesquisas no campo de produtos naturais podem levar a farmacoterapias
mais seguras e eficazes no tratamento da disfuncéo erétil. Em estudos clinicos, a
ioimbina, um alcalbéide presente em diferentes espécies do género Aspidosperma,
incluindo A. quebracho-blanco apresentou uma comprovada eficacia na disfuncao
erétil, significantemente maior do que o placebo. As respostas positivas variaram de
34% a 73% para a ioimbina e de 9% a 28% para o placebo (ERNST; PITTLER,
1998).

Neste sentido, estudos anteriores realizados no nosso laboratério
demonstraram que uma frag&o rica em alcaldides inddlicos extraida das cascas da
raiz de Aspidosperma ulei exibe uma agao pro-eretil nos camundongos in vivo € um
relaxamento em corpos cavernosos de coelhos in vitro (CAMPOS et al., 2006, 2007).
Continuando essa linha de pesquisa, Campos et al. (2007) demonstraram um efeito
pré-eretil in vivo de SEC (17-nor-subincanadina E), um alcaléide isolado das cascas
do caule da mesma planta. Para verificar o mecanismo subjacente na atividade pré-
eretil de SEC, o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade relaxante de
SEC no tecido corpo cavernoso in vitro e analisar o mesmo efeito em diferentes tipos
de tecido muscular liso como o traqueal, o intestinal e o vascular.

Os experimentos foram realizados com corpo cavernoso, aorta, traquéia e
duodeno de coelhos montados em banhos de registro isométrico, aos quais SEC foi
adicionado nas concentragdes de 1 - 100 pg/ml. A atividade do alcaldide foi
observada pela construcao de curvas de concentragao-resposta.

As vantagens desse método para estudos farmacoldgicos incluem a facil
preparagao, poucos equipamentos necessarios e o fato de obterem-se curvas
concentragdo-efeito reprodutiveis quando se estudam agentes contrateis ou
relaxantes. A resposta a estimulagdo farmacolégica através da adicdo de agentes

contrateis como a fenilefrina, KCl ou outras substancias € o método mais comum
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utilizado para contrair o musculo liso in vitro e para analisar a poténcia e a eficacia
de agentes relaxantes (MORELAND, 2001).

Como a eregao peniana envolve o relaxamento vascular e muscular liso
durante a estimulagdo sexual, a aplicagdo de modelos in vitro aumentou
significativamente o nosso entendimento dos eventos bioquimicos que ocorrem em
nivel celular (ANDERSON; WAGNER, 1995). Estes modelos permitem o
esclarecimento dos varios neurotransmissores, fatores vasoativos e as vias de
sinalizacdo envolvidas nesse processo (MORELAND et al., 2001).

No presente estudo, SEC na concentragédo de 1 a 100 ug/ml produziu um
relaxamento da contracdo induzida por fenilefrina em corpos cavernosos de coelhos
(100%), relaxamento de anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina na presenga
(100%) e na auséncia de endotélio (91,67%), relaxamento em anéis de traquéia preé-
contraidos com carbacol (95,92% + 1,55%) e diminui¢cdo da atividade esponténea do
duodeno (93,4% + 6,6%). Os dados mostram claramente que o alcaldide em estudo
€ capaz de causar um relaxamento em quatro diferentes tipos de musculatura lisa,
que esse relaxamento é reversivel e ocorre de maneira dose-dependente.

A seletividade de uma droga para um desejado local de agao € um fator
chave para determinar os efeitos colaterais desta droga. Ao comparar as doses de
ICs0 para os tecidos estudados, verificou-se que SEC apresentou uma ICsyp menor
para o corpo cavernoso [7,174 (3,155 - 16,31) ug/ml)] quando comparado a ICsy de
aorta [26,15 (6,088 - 112,4) pg/ml)], traquéia [60,25 (0,330 - 109,80) pg/ml)] e
duodeno [76,78 (33,09 - 178,2) ug/ml)], indicando que o tecido muscular liso
cavernoso é mais sensivel as acdes relaxantes de SEC, o que sugere uma
seletividade de SEC para este tecido.

Alguns estudos da literatura pesquisada relatam que varias substancias
usadas em disfuncdo erétil também apresentam efeito sobre outros tecidos
vasculares. Os inibidores de fosfodiesterase (sildenafil, tadalafil e vardenafil), por
exemplo, sdo capazes de relaxar aortas de rato isoladas pré-contraidas com
fenilefrina (TEIXEIRA et al., 2006). Embora a agao relaxante das substancias citadas
acima se estenda a outros leitos vasculares, a maior seletividade das mesmas para
o tecido cavernoso faz com que possam ser usadas com seguranga na maioria dos
pacientes com disfungcdo erétil organica, sem efeitos colaterais pronunciados. De

maneira semelhante, é possivel que SEC, atuando com maior seletividade para
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corpo cavernoso, possa futuramente vir a ser empregada nos mesmos casos de
disfungao.

Tendo em vista a aparente seletividade da substancia em estudo para o
corpo cavernoso, um dos objetivos do nosso estudo foi verificar o possivel efeito
relaxante de SEC em corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com potassio e
fenilefrina, e entdo elucidar o provavel envolvimento dos sistemas neuroefetores
adrenérgico, colinérgico e nitrérgico, que por exceléncia é o principal mediador
envolvido na fisiologia da eregcdo, bem como o papel na ativagdo de canais de
potassio e calcio nesse mecanismo relaxante.

Varios tipos distintos de canais de potassio tém sido descritos na
musculatura lisa cavernosa. As correntes de potassio tém um papel importante na
determinacdo do potencial de membrana, nas células excitaveis, incluindo a
muscular lisa do corpo cavernoso. Os canais de potassio dependentes de calcio
(Kca) € canais de potassio dependentes de ATP (Katp) tém sido bem caracterizados
no musculo liso cavernoso e parecem ser importantes moduladores da atividade
desse musculo (CHRIST et al., 2000).

Campos et al. (2007), demonstrou que a associagao de glibenclamida, um
bloqueador especifico do canal de potassio regulado por ATP, apamina um
bloqueador dos canais de potassio considerados ativos em baixa conduténcia e
caribdotoxina, um bloqueador potente do canal K¢, de alta condutancia, ndo exerceu
influéncia sobre o relaxamento da musculatura lisa cavernosa de coelhos induzido
por uma fragao rica em alcaldides indélicos extraidos das cascas da raiz de A. ulei
(SF3.5).

Sendo assim, para avaliar se SEC relaxa o corpo cavernoso de coelhos
via ativacdo de canais de potassio, foram realizados experimentos com
bloqueadores especificos. Foi utilizada uma associacdo de glibenclamida,
iberiotoxina (bloqueador dos canais K;; de alta condutancia) e apamina. A
associagao glibenclamida/lberiotoxina/apamina n&o exerceu qualquer influéncia
sobre o relaxamento induzido por SEC em tiras de corpo cavernoso de coelho pré-
contraidas com fenilefrina, tornando improvavel a participacdo dos canais Katp € Kca
no efeito relaxante de SEC.

O sistema nervoso autbhomo € o responsavel pelo controle do
relaxamento do musculo liso cavernoso. Os neurotransmissores envolvidos na

regulacao do ténus do corpo cavernoso, nas condi¢des fisioldgicas mais importantes
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sao a noradrenalina, a acetilcolina e o Oxido nitrico. Ha também alguns
neuropeptideos envolvidos nesse processo de controle do musculo liso cavernoso,
diretamente ou via interagdo com neurénios colinérgicos e adrenérgicos. Os corpos
cavernosos possuem receptores adrenérgicos do tipo a4 e az. A liberacdo endoégena
de noradrenalina pelas terminagdes nervosas simpaticas mantém o ténus da artéria
cavernosa, assim o fluxo sanguineo para os corpos cavernosos € mantido num nivel
baixo o suficiente para impedir a intumescéncia. Assim, o bloqueio simpatico
mostrou ser um facilitador da erecdo e provavelmente explica o efeito de
intumescéncia produzido por antagonistas a1 intracavernosos (NAYLOR, 1998).

A participacao do sistema adrenérgico foi verificada no presente estudo
através da pré-contragdo do tecido com solugdo despolarizante de potassio (K
40mM) na presenga de guanetidina e fentolamina (10uM). A guanetidina bloqueia os
neurénios adrenérgicos, interrompendo a liberagao fisioldgica de noradrenalina dos
neurbnios simpaticos poés-ganglionares, e a fentolamina €& um antagonista
competitivo de receptores a; e a adrenérgicos (KATZUNG, 2006). Mesmo na
presenga dos bloqueadores de receptores adrenérgicos, SEC causou relaxamento
nos segmentos de corpos cavernosos de coelhos, indicando que o bloqueio desses
receptores ndo € o mecanismo provavel para a atividade relaxante do alcaloide.

A Ach, o neurotransmissor parassimpatico, relaxa o musculo liso
cavernoso, estimulando a liberagdo de NO através da ativacido dos receptores
muscarinicos M3 do endotélio vascular (TRAISH, 1990). A estimulagao do receptor
M3 induz uma resposta rapida de relaxamento no corpo cavernoso quando o
endotélio esta integro, e esses efeitos sdo bloqueados pela inibicdo da 6xido nitrico
sintase. Para examinar a participacdo do sistema colinérgico, o tecido foi pré-
contraido com fenilefrina (10uM) na presenca de atropina (10uM), um agente
antagonista dos receptores muscarinicos que bloqueia seletivamente os efeitos da
atividade nervosa parassimpatica (RANG; DALE, 2004). A faléncia do antagonista
dos receptores muscarinicos (atropina) em reduzir o relaxamento induzido por SEC
sugere que a liberagao de Ach nao contribui para esse relaxamento e provavelmente
exclui o envolvimento dos nervos colinérgicos no mecanismo de agao de SEC.

Para examinar se SEC estaria atuando na via NO/GMPc/L-arg através da
inibicdo da NOS, foram realizados experimentos em que 0S COrpos cavernosos
foram pré-contraidos com fenilefrina 10uM na presenca de L-NAME, um inibidor

inespecifico da NO sintase. De acordo com os resultados apresentados, os
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relaxamentos evocados por SEC nao foram afetados de maneira significativa pela
infusdo de L-NAME, indicando que a substancia em estudo relaxa a preparagao de
corpo cavernoso de coelho por uma via independente da liberacdo de NO.

Foram realizados experimentos com banho de corpos cavernosos de
coelhos utilizando o ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazole [4,3-a]quinoxalin-1one), para
substanciar a investigacao e definir se SEC estaria agindo através do sistema
NO/guanilato ciclase soluvel (GCs)/GMPc. A GCs, um dos receptores fisioldgicos
para o NO, contém um grupamento heme, com o qual o NO interage para ativar a
enzima (GERZER et al., 1981). A ativagado da GCs pelo NO resulta na conversao de
GTP em GMPc, segundo mensageiro que medeia o relaxamento induzido por varios
vasodilatadores como o nitroprussiato de sodio (SNP), bem como por drogas como
Ach, que atuam por estimular a liberacdo de NO (RAPOPORT; MURAD, 1983;
SCHULTZ ; SCHULTZ; SCHULTZ, 1977).

O ODQ é um potente e seletivo inibidor da guanilato ciclase soluvel (GCs)
estimulada pelo NO. Essa substancia inibe por mecanismo competitivo a
estimulacédo promovida pelo NO, no seu sitio de ligagdo, através da oxidacéo
reversivel da fragdo heme (SCHRAMMEL et al., 1996). Esse composto ndo bloqueia
a GC particulada ou NOS e constitui uma excelente ferramenta para a demonstracao
do envolvimento do GMPc em varios processos biolégicos como, por exemplo,
relaxamento de corpo cavernoso de coelho (TEIXEIRA et al., 1998; TEIXEIRA et al.,
2001).

No presente estudo, a participacao da via NO/GCs/GMPc foi avaliada
através da pré-contracdo de tiras de corpos cavernosos de coelhos com fenilefrina
10 uM na presenga de ODQ 30 pM. A inibigdo da guanilato ciclase soluvel com ODQ
30 uM resultou em uma reducgao significante da resposta relaxante de SEC (1-100
Mg/ml) indicando que este alcaldide poderia entdo estar atuando através de um
mecanismo dependente da via NO/GC/GMPc.

Uma das hipéteses € a de que o alcaldide teria alguma agao positiva
sobre a enzima guanilato ciclase soluvel, possivelmente através da ligagao direta a
proteina, com a consequente ativacdo da mesma. Tendo em vista que a introdugao
de um agente inibidor da GCs foi capaz de reverter parcialmente o relaxamento
induzido por SEC.
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Estudos realizados com a substancia 3-(5'-hidroximetil-2'-furil)-1-benzil
indazol, um ativador de guanilato ciclase conhecido como YC-1, mostraram que, de
maneira semelhante a SEC, este composto relaxou tiras de corpos cavernosos pré-
contraidas com fenilefrina, e este relaxamento foi parcialmente inibido pelo ODQ.
Estes resultados sugeriram que YC-1 se liga a guanilato ciclase soluvel em um sitio
diferente do 6xido nitrico (HSIEH et al., 2003).

No presente estudo, como a diminuicdo do relaxamento produzido por
SEC na presenca de ODQ nao foi total, pode-se esperar que, se o alcaldide de fato
produz alguma ativagcado da enzima, seria também através da ligacdo de SEC a um
sitio distinto do sitio para o NO, uma vez que L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico
sintase (NOS), ndo afeta o relaxamento induzido por SEC.

Foi também avaliado o efeito relaxante de 6xido nitrico (1 - 3000 mM) —
na presenca do alcaldide (10 e 30 ug/ml) em corpos cavernosos de coelhos.
Verificou-se que SEC nas duas concentragcdes potencializou o efeito relaxante do
agente doador de NO. Esse efeito poderia provavelmente ser devido ao fato de que
SEC e NO estariam agindo de forma sinérgica ativando a GCs ou que SEC estaria
de alguma forma inibindo a fosfodiesterase.

Os dados que apontam para SEC como possivel ativador da guanilato
ciclase soluvel ou inibidor de PDE sio corroborados pelos achados dos imuno-
ensaios, que verificaram um aumento nas concentragdes de GMPc nos corpos
cavernosos submetidos a ag¢ao do alcaldide.

Resultados semelhantes foram verificados por HSIEH et al.,, (2003)
mostrando que YC-1 e nitroprussiato de sédio (um doador de NO) causaram um
aumento concentragcdo-dependente nos niveis de GMPc em culturas de células
musculares lisas de corpo cavernoso de coelho. Além disso, YC-1 (HSIEH et al.,
2003) e SEC (CAMPOS et al., 2007) demonstraram efeito pro-erétil in vivo, tendo
ambos evocado eregdo peniana em ratos. Esses dados sugerem que as
propriedades pro-eréteis semelhantes de SEC e YC-1 podem estar subsidiadas por
eventos bioquimicos também semelhantes.

Antes da utilizagdo clinica de inibidores de PDE-5 para o tratamento da
disfungado erétil, compostos que atuam através dos mecanismos dependentes de
AMPc foram amplamente utilizados em pacientes com disfungdo erétil. Alguns
desses agentes ainda sao clinicamente relevantes, principalmente em pacientes que

nao toleram o tratamento com inibidores de PDE. Esses compostos s&o:
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prostaglandina E1 (PGE-1), polipeptideo intestinal vasoativo e forskolin, um
diterpeno extraido da Coleus forskolii que estimula a enzima adenilato ciclase (AC)
por um mecanismo independente da ativagéo da proteina-G (UCKERT et al., 2004).

Também foi avaliado o efeito relaxante de um ativador da adenilato
ciclase — forskolin (10° — 10° M) — na presenca do alcaléide (10 e 30 pg/ml).
Verificou-se que SEC nas duas concentragcbes potencializou o efeito relaxante do
forskolin. Esse efeito poderia ser devido ao aumento na producdo de AMPc por SEC
como mostrado no imuno-ensaio. Além do aumento nas concentracées de GMPc, os
imuno-ensaios também mostraram um acréscimo nos niveis de AMPc no tecido
erétil submetido as agdes de SEC (15 ug/ml).

O aumento nos niveis de AMPc pode ser explicado pelo fato de que uma
elevacdo dos niveis de GMPc induzida pela inibicdo da fosfodiesterase ou pela
ativagdo da GCs pode causar uma inibicao alostérica da fosfodiesterase-3 (PDE-3),
enzima que hidrolisa AMPc, com um consequente aumento dos niveis desse
nucleotideo (UCKERT et al., 2004). Esta seria a hipotese mais provavel para um
aumento de AMPc no presente estudo.

Dentre as diversas formas de estimulacdo de um tecido excitavel destaca-
se a Estimulacao por Campo Elétrico (ECE). No presente estudo, foram observadas
as atividades de SEC sobre o relaxamento tecidual evocado por ECE. A estimulagao
por campo elétrico (ECE) relaxa o musculo liso dos corpos cavernosos pela
formagao endogena e liberagao de NO e GMPc. A musculatura lisa cavernosa relaxa
em resposta a ECE na presencga de atropina e guanetidina; esse efeito € abolido na
presenca de tetrodotoxina (TTX), L-NAME, oxihemoglobina e azul de metileno e
restaurado na presenga de L-arginina. Apdés a estimulagdo elétrica do corpo
cavernoso de coelho, sdo observados niveis teciduais aumentados de nitrito e
citrulina (IGNARRO et al., 1990; BUSCH et al., 1992). Com a inibicdo da NOS ou o
bloqueio da condugao axonal, observa-se bloqueio na geragdo desses metabdlitos
do NO.

Nesse estudo, a ECE causou relaxamento dos segmentos de corpo
cavernoso de coelho de modo freqliéncia dependente, sendo tais respostas
transitérias e de desenvolvimento rapido, em preparagbes pré-contraidas por
fenilefrina 10 uM. O nivel maximo de relaxamento das preparagdes foi alcancado a

frequéncias de 8 — 16 Hz. Na presencga de SEC (1 - 10 pg/ml) houve uma diminuigéo
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significativa do relaxamento do tecido cavernoso evocado pela ECE de forma dose
dependente.

De forma semelhante, um estudo realizado por Hallén, Wiklund e
Gustafsson (2007) mostrou que os inibidores seletivos de fosfodiesterase-5 (IPDE-
5) de forma inesperada possuem efeito inibitério sobre a liberagao neuronal de NO
induzida pela estimulagcdo por campo elétrico, provavelmente através de um
feedback negativo induzido por GMPc; esse feedback negativo explicaria porque o
priapismo nao € visto durante a terapia com inibidores de PDE-5.

Outra hipétese para explicar o mecanismo pelo qual SEC poderia ser
responsavel pela inibicdo do relaxamento do corpo cavernoso evocado pela ECE
seria a de que o alcaldide estaria atuando também através do bloqueio no influxo do
calcio, uma vez que o calcio é essencial para a exocitose de vesiculas contendo
neurotransmisores envolvidos no relaxamento da musculatura lisa cavernosa, entre
eles NO.

Existem também evidéncias para o papel da entrada do calcio na
contracdo ténica das células musculares lisas do corpo cavernoso e essa contragao
tbnica pode ser abolida por bloqueadores de canais de calcio voltagem
dependentes, tais como nifedipina, ou pela remog¢ao do calcio extracelular.
(CAMPOS et al., 2007). No presente estudo, foram realizados experimentos para
evidenciar o papel do calcio no relaxamento induzido pelo alcaldide através da
observagao da contragao do tecido cavernoso apo6s a adigdo cumulativa de CaCl; (1
— 300 mM) na auséncia e na presencga de SEC (3,5; 7,5 e 15 pg/ml).

SEC parece bloquear o influxo extracelular de calcio, isso & reforgado
pelo fato de que SEC na concentracédo de 15 pg/ml impediu as contragbes na
musculatura lisa cavernosa despolarizada, em um meio zero célcio, geradas por
concentragcbes cumulativas de calcio no meio, comprovando um possivel
envolvimento de SEC no bloqueio do influxo de ions calcio.

Estudos anteriores mostraram que uma fracdo rica em alcaldides
inddlicos extraidos das cascas da raiz de Aspidosperma ulei (SF35) e SEC causaram
uma diminuicdo do influxo de “*Ca** basal e estimulado em fatias de cortex de ratos
(dados né&o publicados).

Este estudo representa a primeira tentativa de investigar o mecanismo
relaxante de SEC (17-nor-subincanadina E) sobre a musculatura lisa cavernosa de

coelhos. Como sugerido até o presente momento, SEC poderia estar atuando
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através da ativacdo da guanilato ciclase soluvel ou da inibicao da fosfodiesterase,
entretanto, podem existir outros mecanismos de acao que contribuem para o efeito
relaxante de SEC, como o possivel bloqueio do influxo de calcio para as células.

SEC promoveu o relaxamento de diferentes tipos de musculo liso, e
mostrou, entre tecidos vasculares, um maior grau de relaxamento para o tecido
cavernoso do que em anéis de aorta de coelho. Os dados do presente trabalho,
combinados com estudos anteriores realizado in vivo, sugerem que Aspidosperma
ulei Markgr. pode ser explorada como uma alternativa para o tratamento da
disfungdo erétil. Entretanto, € preciso avaliar a seguranga desse produto em
associagcdo com drogas anti-hipertensivas.

Um grande numero de mecanismos foram identificados para a regulacao
local da contratilidade da musculatura lisa peniana. Moléculas que possuem
participacao ativa nesse mecanismo podem ser consideradas alvos para o

desenvolvimento de drogas para o tratamento da disfuncao erétil.
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8 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

1. O alcal6ide SEC (17-nor-subincanadina E), nas concentracdes de 1 a
100 pg/mL, demonstrou atividade relaxante in vitro nos tecidos estudados — corpo
cavernoso, aorta, traquéia e duodeno - esse relaxamento é reversivel e ocorre de

maneira dose-dependente.

2. A ICso obtida revelou uma sensibilidade maior do corpo cavernoso para

as acoes relaxantes de SEC.

3. SEC induziu relaxamento in vitro de corpos cavernosos pré-contraidos
com fenilefrina e potassio. E improvavel que o efeito relaxante de SEC seja devido a

uma agao nos sistemas adrenérgico, colinérgico ou canais de potassio.

4. O alcaléide aumentou os niveis de GMPc e AMPc, apresentando um
comportamento semelhante aos ativadores de guanilato ciclase ou inibidores de
PDEs.

5. A atividade relaxante sobre a musculatura lisa cavernosa desse
alcaldide pode também estar relacionada a um possivel bloqueio do influxo

extracelular de calcio nas células.
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APENDICE A

Tabela 1. Efeito de SEC na contracdo induzida por fenilefrina 10uM no corpo
cavernoso de coelhos. A adicdo cumulativa de SEC (1 - 100 upg/mL) produziu
relaxamento dos tecidos pré-contraidos com fenilefrina (10pM). Os dados estao
expressos como média + erro padrdo da média (n=4) da porcentagem da resposta

maxima obtida. **p<0,01, teste t de Student.

DOSE (SEC pg/mL) % DE RELAXAMENTO
Controle SEC
1 nug/mL 3,2+1,2 11,3+1,5
3 ug/mL 10,2+2,3 28,3+5,3
10 pg/mL 19,2+4,5 61,5+ 11,2**
30 ug/mL 13,1+4,8 91,1+ 0,0*
100 pg/mL 21,3+£5,2 100,0 £ 0,0**

Tabela 2. Efeito de SEC na contragao induzida por fenilefrina 10 yM em anéis de
aorta de coelhos na presenca e na auséncia de endotélio A adicao cumulativa de
SEC (1 - 100 pg/mL) produziu relaxamento dos tecidos pré-contraidos. Os dados
estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (n=4) da porcentagem da

resposta maxima. p > 0,05.

DOSE (SEC pg/mL) % DE RELAXAMENTO
Com Endotélio Sem endotélio
1 ng/mL 3,3x1,5 0,30 £ 0,30
3 ug/mL 17,0+ 6,5 10,9+4,9
10 ng/mL 39,6 + 10,8 25,1+£9,2
30 ug/mL 72,5+13,2 61,0 + 16,6

100 pg/mL 100,0 + 0,0 91,7 £8,3
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Tabela 3. Efeito de SEC na contragdo induzida por carbacol (CCH) 10 yM em anéis
de traquéia de coelhos. A adicdo cumulativa de SEC (1 - 100 pg/mL ) produziu
relaxamento dos tecidos pré-contraidos. Os dados estdo expressos como média *

erro padrao da média (n=4) da porcentagem da resposta maxima.

DOSE (SEC pg/mL) % RELAXAMENTO MAXIMO
1 ng/mL 1,4+0,8
3 ng/mL 40+1,6
10 ng/mL 51+£35
30 pg/mL 245+8,2
100 pug/mL 959+15

Tabela 4. Efeito de SEC sobre a atividade espontanea de segmentos de duodeno de
coelhos. A adicdo cumulativa de SEC (1 - 100 ug/mL) produziu uma inibicado na
atividade espontadnea do tecido. Os dados estdo expressos como média * erro

padrdo da média (n=4) da porcentagem da resposta maxima.

DOSE (SEC pg/mL) % RELAXAMENTO MAXIMO
1 ng/mL 8,3%+5,9
3 ng/mL 253+6,5
10 ng/mL 33,1+54
30 pg/mL 78,1+9,0

100 pg/mL 93,5 + 6,6
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Tabela 5. Efeito de SEC (1 — 100 ug/mL) em corpos cavernosos de coelhos isolados
pré-contraidos com fenilefrina (PHE) 10 uM na presenga de glibenclamida (10 uM),
apamina e iberiotoxina (0,1uM). A pré-incubagdo com a associagao
apaminaliberiotoxina/glibenclamida n&o alterou a resposta de SEC. Os dados
mostram média + erro padrao (n=4) da porcentagem da resposta maxima obtida. p >

0,05.

DOSE (SEC ug/mL) % DE RELAXAMENTO
SEC SEC + APA/IBTX/GLIB

1 pg/mL 8,642 3,83 % 0,56

3 ug/mL 19,3+7,5 10,59 + 1,01

10 pg/mL 40,8 + 10,1 2573 + 0,92

30 pg/mL 61,4+9,3 43,91 +234

100 pg/mL 95,3 +4,8 89,36 + 1,69

Tabela 6. Efeito de SEC (1 — 100 ug/mL) em corpos cavernosos de coelhos isolados
pré-contraidos com fenilefrina (PHE) 10 uM na presencga de atropina (10 uM). A pré-
incubacédo com atropina (10 uM) n&o alterou a resposta de SEC. Os dados mostram

média * erro padrao (n=4) da porcentagem da resposta maxima obtida, p > 0,05.

DOSE (SEC pg/mL) % DE RELAXAMENTO
SEC SEC + ATROPINA (10uM)
1 pg/mL 12,7+ 3,0 10,2+ 2,2
3 pug/mL 38,0 £4,0 14,6 + 3,1
10 pg/mL 63,0+ 4,9 44,0 + 3,9
30 pg/mL 79,0 +4,3 66,3 + 4,6

100 pg/mL 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
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Tabela 7. Efeito de SEC (1 — 100 ug/mL) em corpos cavernosos de coelhos isolados
pré-contraidos com K* 40 mM na presenca de guanetidina e fentolamina (10 uM).. A
pré-incubagdo com guanetidina (10 uM) e fentolamina (10 uM ) ndo alterou a
resposta de SEC. Os dados mostram média + erro padrdo (n=4) da porcentagem da

resposta maxima obtida, p > 0,05.

DOSE % DE RELAXAMENTO
SEC SEC + GUA + FEN
(10uM)

1 pg/mL 8,642 1,4£0,7

3 ug/mL 19,3+7,5 18,1+ 1,7

10 pg/mL 40,8 + 10,1 35,0 8,9

30 pg/mL 61,4+9,3 64,2+7,6
100 pg/mL 95,2 +4,8 100,0 £ 0,0

Tabela 8. Efeito de SEC (1 — 100 ug/mL) em corpos cavernosos de coelhos
isolados pré-contraidos com fenilefrina 10 uM na presenga de ODQ (30 uM). A
pré-incubacdo com ODQ diminuiu a resposta de SEC. Os dados mostram média +

erro padrao (n=4) da porcentagem da resposta maxima obtida, *p < 0,05; **p <
0,01.

DOSE % DE RELAXAMENTO

SEC SEC +0DQ
1 ug/mL 13215 0,96 + 0,96**
3 pg/mL 28,3 +5,3 7,15+ 1,33*
10 pg/mL 61,5+ 11,2 19,82 + 3,39*
30 pg/mL 91,1+ 0,0 37,85 + 9,03**

100 pg/mL

100,0 £ 0,0

79,1 +£4,51™
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Tabela 9. Efeito de SEC (1 — 300 ug/mL) em corpos cavernosos de coelhos

isolados pré-contraidos com fenilefrina 10 uM na presencga de L-NAME (100uM). A
pré-incubagdao com L-NAME nao alterou a resposta de SEC. Os dados mostram

média + erro padrao (n=4) da porcentagem da resposta maxima obtida, p > 0,05.

DOSE % DE RELAXAMENTO
SEC SEC + L-NAME
1 ug/mL 38+1,84 4,01 £ 2,42
3 ug/mL 5,9+ 2,65 13,7+ 3,88
10 pg/mL 14,6 + 4,01 16,3 + 4,27
30 ug/mL 246+55 25,3 £ 3,9
100 pug/mL 40,5+7,8 41,9+58
300 pg/mL 67,9 +4,9 62,3 + 1,64

Tabela 10. Medida de GMPc em tiras de corpos cavernosos de coelhos expostas a
salina (controle), SEC (7,5 ou 15 ug/ml), SNP (1 uM) ***p<0,001 vs. controle,
ANOVA seguido de Tukey (n=4 em duplicata). #p<0,001 SNP vs. SEC15. Os niveis

de GMPc sao expressos como média + erro padrao da media.

Basal  SEC 7,5ug/ml  SEC 15 ug/ml  SNP 1uM
GMPc (%) 83+209 85+1,0 215+ 4,2 436%1,8

Tabela 11. Medida de AMPc em tiras de corpos cavernosos de coelhos exposto a
salina (controle), SEC (15 ug/ml) ou forskolina (1 uM). ***p<0,001 vs. controle,
ANOVA seguido de Tukey (n=4 em duplicata). #p<0,001 FK vs. SEC15. Os niveis de

AMPc sao expressos como média * erro padrdo da meédia.

Basal SEC 7,15 pg/ml FK1 uM
AMPc (%) 117,3+7,9 331,95+26,1* 1933,9 + 116,4
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Tabela 12. Efeito do relaxamento induzido por GTN (1-3000 mM) em segmentos de
corpos cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 yM (controle) e
apos a pré-incubagédo com SEC 10 pg/ml e SEC 30 pg/ml Os dados sdo expressos
como meédia * erro padrao da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos

tecidos contraidos com fenilefrina 10 uM, * p<0,05.

DOSE % DE RELAXAMENTO
GTN (controle) ~ GTN + SEC 10ug/ml  GTN + SEC 30ug/ml

1mM 0,00,0 0,0+0,0 0,0%0,0

3 mM 0,0+,0,0 0,00,0 0,0+0,0

10 mM 0,0+,0,0 2,4+1,6 6,2+0,7

30 mM 0,93+0,92 17,435 22,7+7,9*

100 mM 17,3+7,5 31,8+4,2* 37,7+7,9*

300 mM 33,115, 1 54,0£9,1* 53,645,9*
1000 mM 50,9+7,3 60,947,5 73,245 8*
3000 mM 61,247,7 73,316,7 87,242,9*

Tabela 13. Efeito do relaxamento induzido por Forskolina em segmentos de corpos
cavernosos de coelhos pré-contraidos com fenilefrina 10 uM (controle) e apds a pré-
incubacdo com SEC 10 pg/ml e SEC 30 ug/ml Os dados sao expressos como média
+ erro padrdao da média (n=4) da porcentagem de relaxamento dos tecidos

contraidos com fenilefrina (10 uM), * p<0,05.

DOSE % DE RELAXAMENTO
FK (controle) FK + SEC 10ug/ml FK + SEC 30ug/ml
10°M 0,0+0,0 0,0+0,0 482+28
3.10°M 1,1+1,8 20+1,2 12,4 + 6,1
108 M 1,1+1,8 54 +21 15,2+ 7,0
3.10% M 27+16 94+25 18,9+ 8,9
107 M 6,2+ 3,6 13,56+ 4,7 28,4 + 10,0*
3.107 M 12,0 + 4,1 192 +4,7 40,7 + 10,2*
10 M 16,7 £ 4,7 36,1+6,9 43 + 7,0*
3.10° M 412 +32 64,6 + 8,1 81,6 + 10,*7
10° M 62,6 +1,5 85,2 + 8,9 87,7 +7,1*
3.10° M 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0
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Tabela 14. Efeito de SEC no relaxamento de corpos cavernosos de coelhos induzido
por estimulo elétrico em resposta a contracdo induzida por fenilefrina. A adi¢cao
cumulativa de SEC (1-10 pg/ml) produziu um efeito inibitério do relaxamento
induzido pelo estimulo elétrico em tecidos pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Os
dados mostram média + erro padrao (n=4) da porcentagem da resposta maxima
obtida.

TRATAMENTO % DE RELAXAMENTO
0,5Hz 1Hz 2Hz 4Hz 8Hz 16Hz
Controle 0,7+0,7 73+x27 152+51 242+56 384+49 650+10,9

SEC 1pg/mL 1.1+11 38+23 97+33 215+43 35077 551+119"
SEC 3ug/mL 00+00 14+1,0" 58+22" 143+38" 263+6,0" 31,2+872"
SEC 10pg/mL  0,0+0,0 1,0+1,0" 31+21* 54+27" 81+£37° 10,8+49"

Tabela 15. Efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 — 100 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM, 0 Ca"™", na presenga ou na auséncia de SEC (3,5 pg/mL). A adigdo cumulativa
de SEC inibiu de forma significativa as contra¢des induzidas por CaCl, (1 — 300 mM)
em corpos cavernosos de coelhos. Os dados mostram média + erro padrao (n=4) da

porcentagem da resposta maxima obtida.

CaCly % DE RELAXAMENTO

Controle SEC (3,5 yg/mL)
1mM 50+3,3 0,0+0,0
3mM 13,9+1,0 1,3+0,9
10mM 40,2+ 12,2 17,6 £1,3
30mM 69,4 +8,8 52,875

100mM 100,0 £ 0,0 71,943
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Tabela 16. Efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 — 300 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM, 0 Ca™, na presenca ou na auséncia de SEC (7,5 yg/mL). A adigdo cumulativa
de SEC inibiu de forma significativa as contra¢des induzidas por CaCl, (1 — 300 mM)
em corpos cavernosos de coelhos. Os dados mostram média + erro padrao (n=4) da

porcentagem da resposta maxima obtida.

CaCly % DE RELAXAMENTO
Controle SEC (7,5 pyg/mL)

1 mM 35+1,5 0,0+0,0

3 mM 11,3 £ 3,7 0,0+0,0

10 mM 30,1+3,8 5,6 +3,2

30 mM 61,3+3,9 31,1273
100 mM 92,7+4,6 63,3 £ 16,8
300 mM 100,0 £ 0,0 65,7 £ 17,5

Tabela 17. Efeito de concentragdes cumulativas de CaCl, (1 — 300 mM) em corpos
cavernosos isolados de coelhos pré-contraidos por solugéo despolarizante de K* 40
mM, 0 Ca™, na presenca ou na auséncia de SEC (15 pg/mL). A adi¢cdo cumulativa
de SEC inibiu de forma significativa as contra¢des induzidas por CaCl, (1 — 300 mM)
em corpos cavernosos de coelhos. Os dados mostram média + erro padrao (n=4) da

porcentagem da resposta maxima obtida.

CaCl, % DE RELAXAMENTO
Controle SEC (15 ug/mL)

1 mM 216£7,7 25125

3 mM 40,5+ 10,1 7575

10 mM 70,3+8,9 20,6 £ 10,6
30 mM 84,8 + 3,6 37,6 +12,5
100 mM 92,4 + 3,1 42,7 £ 13,4
300 mM 100,0 £ 0,0 48,7+ 12,4




