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ARAUJO, Fénix Alexandra de. Brailina induz relaxamento de corpos cavernosos de ratos,
envolvendo a participacdo da via oxido nitrico/ciclase de guanilil solavel. 92 f. il. Dissertacédo
(Mestrado em Biotecnologia em Satde e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz,
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RESUMO

INTRODUCAO: A disfuncio erétil (DE) é definida como a incapacidade recorrente e
persistente de atingir ou manter uma ere¢do peniana satisfatoria. No mundo, estima-se que
aproximadamente 52% dos homens entre 40 e 70 anos sejam afetados. Alem disso, estudos
clinicos forneceram dados solidos de que a DE é um sintoma sentinela em pacientes com
doencas vasculares ocultas, em particular doenca cardiovascular (DCV), e a DE ¢
frequentemente encontrada em pacientes com hipertensdo arterial. Devido a uma baixa resposta
farmacoldgica aos inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) em pacientes com dano
endotelial vascular, assim como varios efeitos colaterais cardiacos a essas drogas, a busca por
novas terapias e alvos terapéuticos é de suma importancia para o tratamento da DE. Os produtos
naturais tém servido como uma importante fonte de drogas por séculos. Em estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa, demonstramos que a cumarina brailina induziu
vasodilatacdo na artéria iliaca, importante vaso de irrigacdo para parte inferior do corpo.
OBJETIVO: Avaliar o potencial terapéutico da cumarina brailina para tratamento da disfuncéo
erétil associado a hipertensdo. METODO: Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo CEUA-ICS/UFBA (130/2017). Ratos machos espontaneamente hipertensos (SHR, n=6) e
wistar (para cada protocolo, n=5), 11-15 semanas, foram eutanasiados em camara de COz e 0
pénis foi removido. Em seguida, os corpos cavernosos (CC) foram mantidos em banho de
orgédos com solucéo de Krebs-bicarbonato a 37°C e aerados com uma mistura carbogénica (95%
02 e 5% COy), conectados a um transdutor de forca para realizar os ensaios de tenséo
isométrica. RESULTADOS: Brailina (10°M-3x10*M) foi capaz de promover relaxamento
dependente da concentragdo em CC pré-contraido com fenilefrina (FEN) 10°M (Esxi0-4M:
115,148,7; n=5). Alem disso, ap06s a exposicdo do tecido a brailina nenhuma mudanca foi
observada no tonus basal ou reducgdo na capacidade de contragdo induzida por FEN. Em CC
pré-contraido com solucdo de Tyrode KCI 80mM, brailina também induz relaxamento, (Esxio-
am: 117,245,0; n=5). Na presenca de L-NAME (10*M), inibidor da sintase de 6xido nitrico
(NOS), o efeito relaxante induzido pela brailina foi reduzido (EsxiosM: 59,3%7,5; n=5;
38,2+4,0; n=5, auséncia e presenca de L-NAME, respectivamente). Reducdo do relaxamento
foi mais pronunciada em todas as concentracdes testadas na presenca de ODQ (10°M), um
inibidor da ciclase de guanilil solavel (sGC), enquanto que a inibicdo de proteina cinase G nao
alterou o relaxamento da brailina. Foi observado que a via adenilato ciclase/proteina cinase A
ndo € importante para o relaxamento induzido por brailina, bem como brailina parece nédo alterar
a contracdo induzida por norepinefrina e o relaxamento induzido por acetilcolina. Além disso,
0 relaxamento promovido por doador de 6xido nitrico, NPS, foi melhorado na presenca de
brailina (NPS: E10-4M: 61,7+7,6; n=5; na presenca de brailina: 89,8+9,0; n=5). Em comparagéo,
o efeito da brailina foi similar ao sildenafil na concentragdo de 10*M (BRA: 92,9+9,4; n=5;
SIL: 99,643,1; n=5). Por fim, brailina induziu efeito de relaxamento similar no CC de SHR,
que é um modelo bem estabelecido de DE associado & hipertensdo. CONCLUSAOQO: Em
resumo, os dados indicam que o relaxamento induzido por brailina envolve a via NO/sGC e que
esta cumarina também é capaz de promover relaxamento em CC de animais com DE associado
a hipertenséo. Entdo, brailina poderia ser uma molécula potencial para o tratamento de DE.

Palavras-chave: Disfuncéo erétil; Brailina; Corpo cavernoso; Oxido nitrico; Ciclase de guanilil
soluvel.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Erectile dysfunction (ED) is defined as the recurrent and persistent
inability to achieve or maintain satisfactory penile erection. In the world, it is estimated that
approximately 52% of men between 40 and 70 years old are affected. In addition, clinical
studies have provided robust data that ED is a sentinel symptom in patients with occult vascular
diseases, in particular cardiovascular disease (CVD), and ED is frequently encountered in
patients with arterial hypertension. Due a low pharmacological response to phosphodiesterase
type 5 (PDE-5) inhibitors in patients with vascular endothelial damage, as well as several
cardiac side effects to these drugs, the search for new drugs and therapeutic targets is of
paramount importance to ED treatment. Thus, natural products have served as an important
source of drug for centuries. In previous studies conducted by our research group, we have
demonstrated that the coumarin braylin induced vasodilation in iliac artery, important irrigation
vessel for the lower body. AIM: Evaluate the therapeutic potential of coumarin braylin for the
treatment of erectile dysfunction associated with hypertension. METHOD: All experimental
protocols were approved by CEUA-ICS/UFBA (130/2017). Spontaneously hypertensive male
rats (SHR, n=6) and wistar (n=5), 11-15 weeks, were euthanized in CO, chamber and the penis
was removed. Then, the corpora cavernosa (CC) were kept in an organ bath with Krebs-
bicarbonate solution at 37°C and aerated with a carbogenic mixture (95%0> and 5%CO>) and
connected to a force transducer to perform isometric tension tests. RESULTS: Braylin (10°M-
3x10*M) was able to promote concentration-dependent relaxation in CC pre-contracted with
phenylephrine (Phe) 10°M (Esxio-am: 115.1+8.7; n=5). Additionally, no change was observed
in baseline tone after braylin exposure or reduction in the ability of Phe-induced contraction. In
CC pre-contracted with KCI 80mM-tyrode solution, braylin also induced relaxation, (Esxi0-4m:
117.2+5.0; n=5). In the presence of L-NAME (10*M), inhibitor of nitric oxide synthase (NOS),
the relaxant effect induced by braylin was reduced (Esxio-sm: 59.3£7.5; n=5; 38.2+4.0; n=5,
absence and presence of L-NAME, respectively). Reduced relaxation was more pronounced at
all concentrations tested in the presence of ODQ (10°M), an inhibitor of soluble guanylyl
cyclase (sGC), while protein kinase G inhibition did not alter braylin relaxation. 1t was observed
that the adenylate cyclase/protein kinase A pathway is not important for braylin-induced
relaxation, as well as braylin does not seem to alter norepinephrine-induced contraction and
acetylcholine-induced relaxation. In addition, the relaxation promoted by nitric oxide donor,
NPS, was improved in the presence of braylin (NPS: Eig.am: 61.7£7.6; n=5; in the presence of
braylin: 89.8+9,0; n=5). In comparison, the effect of braylin was similar to sildenafil at a
concentration of 10*M (BRA: 92.9+9.4; n=5; SIL: 99.6+3.1; n=5). Finally, braylin induced a
similar relaxation effect in SHR CC, which is a well-established model of ED associated with
hypertension. CONCLUSION: In summary, our data provide strong support that braylin
induced relaxation involving NO/sGC pathway and this coumarin was able to promote
relaxation effect in CC from animals with hypertension-associated ED. Then, braylin could be
a potential molecule for the treatment of ED.

Keywords: Erectile dysfunction; Braylin; Corpus cavernosum; Nitric oxide; Soluble guanylyl
cyclase.



FIGURA 1.
FIGURA 2.
FIGURA 3.
FIGURA 4.
FIGURAS.
FIGURA 6.

FIGURAT.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.
FIGURA 15.
FIGURA 16.

FIGURA 17.
FIGURA 18.

FIGURA 19.
FIGURA 20.
FIGURA 21.
FIGURA 22.
FIGURA 23.
FIGURA 24.
FIGURA 25.
FIGURA 26.
FIGURA 27.
FIGURA 28.
FIGURA 29.

LISTADE ILUSTRACOES

As estruturas internas do pénis no estado ereto e flACIA0. ........coocvvereiciii i 17
Mecanismo celular envolvido Na ereGa0 PENIANA. ........cceririrere e 21
Mecanismo celular envolvido na detumescéncia e flacidez peniana. ...........cccccovveveveeicinciniescnienns 23
Estrutura quimica da cumarina brailina. ...........ccccoveiiiiiiiciicie e 31
Banho de 6rgédo isolado utilizado para os experimentos com corpo cavernoso de ratos.................... 39

Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito relaxante de brailina em

tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina
Representagdo esquemaética do protocolo experimental da avaliacdo da influéncia da brailina no

ténus basal e na habilidade contréatil do corpo cavernoso isolado de rato. ..........ccccceevveieiescriennane, 41
Esquema representativo do protocolo experimental do efeito relaxante de brailina em tiras de corpo

cavernoso pré-contraidos com KCI 80mM
Representagdo esquemaética do protocolo de avaliacdo da participagdo das enzimas NOS, sGC e
PKG no relaxamento promovido por brailina em tiras de corpos cavernosos de ratos pré-contraidos
com fenilefrina
Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito relaxante de brailina
em tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina
Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito relaxante de brailina
em tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina
Representacdo esquematica do protocolo de avaliagdo da agdo de brailina na tenséo basal de tiras
de corpos cavernosos, na contracdo induzida por fenilefrina, bem como sua participacéo no

relaxamento promovido por nps em tiras de cOrpos cavernosos de ratos.. ......ccocvevverervereereseeeenns 46
Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo da influéncia de brailina na
contracdo induzida por NE e no relaxamento induzido por ACh. ........cccceeeeinieviencneisiese e 47
Veiculo ndo é responsavel pelo efeito relaxante observado da brailina. ..........cc.coceeevnivvceneneene, 50
Efeito relaxante da cumarina brailina em tiras de corpos cavernosos isolados de ratos wistar ..... 51
A cumarina brailina ndo altera o tbnus muscular basal dos corpos cavernosos isolados de ratos
WVESEAT .. ettt sttt bbbkttt b ke H e E oA £ SR £k bR R e e R R R R e R e bt b et be bt b e et 52
Brailina ndo altera a capacidade contratil de corpos cavernosos de ratos Wistar. ...........ccoceeervenan. 53
Efeito relaxante de brailina em tiras de corpos cavernosos isolados de ratos wistar, pré-contraidas
COM KCI BOMIML. ittt ettt et st e s e s e s besee e e sseseeteseeseeneesenreseeneenennens 54
Participacdo da NOS no efeito relaxante de brailina em corpora cavernosa de rato. ............c......... 55
Participacdo da sGC no efeito relaxante da brailina em corpora cavernosa isolada de rato.. ......... 56
PKG néo participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora cavernosa.. .................... 57
AC ndo participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora cavernosa............cc.c.even... 58
PKA néo participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora cavernosa. ............c........ 59
Comparacao do efeito relaxante de sildenafil € brailina .........cccccoeveiiiiiniincncisi e 60
Verificagdo do efeito relaxante de sildenafil em corpo cavernoso de rato wistar. ..........c.ccoceeeenen. 61
Contragdo induzida por ne ndo € influenciada por brailina. ..........ccccoceveviierineiennienser e 62
Relaxamento induzido por ACh n&o é influenciado por brailina............cccoccoviiiieincinciiics 63
Brailina potencializa o relaxamento promovido por doador de éxido nitrico. ........ccccccvevveevcrnenenn. 64
Efeito relaxante da cumarina brailina em tiras de corpos cavernosos isolados de ratos SHR. ....... 65



LISTADE TABELAS

Tabela 1: Composicao da solugdo Krebs-bicarbonato...........ccveeeeviiinieeieceeeeeeee e, 38
Tabela 2: Composicdo de solucdo de Tyrode despolarizante KCI 80MmM.........ccccoevveevieecieiieeneeennen, 38

AC
ADP
Ca2+
CAMP
cGMP
DAG
DCNT
GTP
IEF

1P3
iPDE-5
K+
MLC
MLCK
NANC
NE

NO
NOS
PDE
PDEA4
PKA
PKC
PKG
PLC
QSM
ROS
sGC
SHR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenilato ciclase

Adenosina difosfato (do inglés adenosine diphosphate)

Célcio

Monofosfato ciclico de adenosina (do inglés cyclic adenosine monophosphate)
Monofosfato ciclico de guanosina (do inglés cyclic guanosine monophosphate)
Diacilglicerol

Doenca cronica nao transmissivel

Guanosina Trifosfato (do inglés guanosine triphosphate)

indice internacional de funcéo erétil (do inglés International Index of Erectile
Function)
Inositoltrifosfato (do inglés inositoltriphosphate)

Inibidor de fosfodiesterase tipo 5 (do inglés phosphodiesterase type 5 inhibitor)
Potassio

Cadeia leve da miosina (do inglés myosin light chain)

Cinase da cadeia leve da miosina (do inglés myosin light chain kinase)
Néao-adrenérgico, ndo-colinérgico

Norepinefrina

Oxido nitrico (do inglés nitric oxide)

Sintase do d6xido nitrico (do inglés nitric oxide sintase)

Fosfodiesterase (do inglés phosphodiesterase)

Fosfodiesterase tipo 4 (do inglés phosphodiesterase type 4)

Proteina cinase dependente de cAMP (do inglés cAMP-dependent protein kinase)
Proteina cinase C (do inglés protein kinase C)

Proteina cinase dependente de cGMP (do inglés cGMP-dependent protein kinase)
Fosfolipase C (do inglés phospholipase C)

Quociente sexual masculino

Espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species)

Ciclase de guanilil soltuvel (do inglés soluble guanylyl cyclase)

Ratos espontaneamente hipertensos (do inglés spontaneously hypertensive rats)



1.

2.

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.6
2.6.1

2.7
2.8
2.9
2.10
3.

4,
4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
46.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.6.5

4.6.6
4.6.7
4.6.8

4.6.9

SUMARIO

INTRODUGAO ...t 13
REFERENCIAL TEORICO ...ttt s s s s s sas s senans 16
ANATOMIA PENTANA Lttt ne e 16
IRRIGACAO E DRENAGEM SANGUINEA PENIANA ......c.ooeeieeceees e 17
NEUROFISIOLOGIA DA ERECGAOQ ......ooeiivieeeeeeese et n s 18
MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NO ESTADO ERETO .....ccccceiiiiiiiiieeiieens 19
MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NO ESTADO FLACIDO E
DETUMESCENCIA ..ottt ettt st e st e e s be e e s sabe e e snbeeenaes 22
DISFUNGAO ERETIL ...cooviiiteeeseeee ettt 24
Tratamento da diSfUNGA0 EréLIl ..........c.ocviieiie i e 26
DISFUNCAO ERETIL, HIPERTENSAO E DOENCAS CARDIOVASCULARES................ 27
MODELO EXPERIMENTAL DE DISFUNCAO ERETIL ASSOCIADA A HIPERTENSAO 29
PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS ...ttt 30
BRAULINA ettt b et e s kbt e s aab e e e s be e e s abr e e s nnre e e nnre e e nnes 31
OBUIETIVOS ...ttt ettt et e bt e s bt e e bt e e e abbee e sabeeesabeeesbeeesnees 35
MATERIAIS E METODOS. ..ottt sse s essesss st essssssssssssssssss s ssssssenns 37
ANIMALS L.ttt e e r e st e e s tb e e s sbb e e s sae e e s bae e s sbae e s nnbeeennteeennes 37
SUBSTANCIAS UTILIZADAS ..ottt n e, 37
OBTENCAO E PREPARACAO DA BRAILINA .......oootiveeeeeeeeeeees e en e, 37
SOLUGCOES FISIOLOGICAS ..ottt 38
PREPARACAOQ DOS CORPOS CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATO .......cccovvvevviereren. 39
PROTOCOLOS EXPERIMENTALS ...ttt 40
Avaliacdo da viabilidade teCidual .............coveiieiiiiiiii e 40
Avalicao do efeito relaxante de brailina...........cccveoeeiiiiiie e 40
Avaliagdo do efeito da brailina sobre 0 tdonus basal ............ccceeeieieieineiier e, 41
Avaliacdo da influéncia de brailina na contracao induzida por fenilefrina........................ 41
Avaliacéo do efeito relaxante de brailina em segmentos pré-contraidos por solugdo
(o Lo 0 To] Fo Y g 4= | (- USRS 42
Avaliacdo do papel da via NOS/sGC/PKG no relaxamento induzido por brailina............ 43
Avaliagdo do papel da via AC/PKA no relaxamento induzido por brailina...................... 44

Comparacéo entre o efeito relaxante de inibidor de fosfodiesterase e o efeito induzido por
DFAITING. ...ttt sttt bt s b e s et st ebeneens 45

Avaliacdo da influéncia de brailina no relaxamento promovido por doador de 6xido
L1 [ T PO SRPRRTR 46

4.6.10 Avaliacdo da influéncia de brailina na contracéo induzida por norepinefrina.................. 47



4.6.11 Avaliacdo da influéncia de brailina no relaxamento induzido por acetilcolina.................. 47

4.7  ANALISE ESTATISTICA oot es ettt eee et ss ettt s s en st en s 48
5. RESULTADOS ...ttt ettt e et e e e e et a e e e e e sata e e e e srabbaeeeesnbaeeaeesstaaeeeeanssees 50
5.1 BRAILINA INDUZ EFEITO RELAXANTE EM TIRAS DE CORPOS CAVERNOSOS
ISOLADOS DE RATOS WISTAR ....ooitiieitieiteie sttt sttt sttt sneenne s e 50
5.2  BRAILINA NAO ALTERA O TONUS MUSCULAR BASAL DE CORPOS CAVERNOSOS
ISOLADOS DE RATOS WISTAR ....ooitiieitieitaie sttt sttt sttt ettt sneenne e 52
5.3 BRAILINA NAO ALTERA A HABILIDADE CONTRATIL DE CORPOS CAVERNOSOS
ISOLADOS DE RATOS WISTAR ..ottt sttt sttt ettt 53
5.4 BRAILINA PROMOVE RELAXAMENTO EM CORPOS CAVERNOSOS CONTRAIDOS
POR SOLUCAQ DESPOLARIZANTE KCI 80MM .......oviieireeeieiereesieiesesesisesesesesesenenenes 54
5.5 PARTICIPAC,‘AO DA VIA NOS/sGC/PKG NO RELAXAMENTO PROMOVIDO POR
BRAULINA ettt ettt et e bt r e s bt e st e ene e s bt e s e e e st e sreenbeenbeereenneenee e 55
5.5.1 O relaxamento induzido por brailina depende em parte da NOS..........cccccovvevveeviecieennens 55
5.5.2 O relaxamento promovido por brailina depende da participacéo da sGC...........ccceccveuenne 56
5.5.3 O relaxamento promovido por brailina nédo é afetado pela inibicdo da PKG..................... 57

5.6 A VIA AC/PKA NAO PARTICIPA DO RELAXAMENTO PROMOVIDO POR BRAILINA 58

5.6.1 O relaxamento promovido por brailina ndo depende da AC.........ccccceevieeiecieecie e, 58
5.6.2 O relaxamento promovido por brailina ndo é afetado pela inibicdo da PKA ...................... 59
5.7 COMPARACAO DO EFEITO RELAXANTE INDUZIDO POR SILDENAFIL E BRAILINA 60
5.8 BRAILINA NAO ALTERA A CONTRACAO INDUZIDA POR NOREPINEFRINA.............. 62
5.9 BRAILINA NAO ALTERA O RELAXAMENTO INDUZIDO POR ACETILCOLINA.......... 63
5.10 BRAILINA POTENCIALIZA O EFEITO RELAXANTE DE DOADOR DE OXIDO

NITRICO ... ittt e e e e st e e e s st e e e e s s taeeae e s ntbeeeesarsteeeeesansanneaeans 64
5.11 BRAILINA INDUZ EFEITO RELAXANTE EM TIRAS DE CORPOS CAVERNOSOS

ISOLADOS DE RATOS SHR ...ttt e e et e e et e e e 65
8. DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt ettt ettt et eeeaee et s ennas 67
7. CONCLUSOES .....ooieiiiiiieine ettt st s s s bbbt 77
8. PERSPECTIVAS ..ottt e e e r e e e e et e e e e e s bta e e e e s atteeeaeenntaeeeeennnrees 79
8.1 AVALIA(;AO DOS EFEITOS DA BRAILINA SOBRE A EXPRESSAO DE DIFERENTES

PROTEINAS IMPORTANTES PARA A FUNCAO ERETIL ......ooiiiiiee 79
8.2 ANALISE IN SILICO......ciiiiiiiieiiieice sttt 80
8.3 ENSAIO DA APOMORFINA . ... .ttt e e b e e e e s nabbaees 80

REFERENCIAS ..ot e et et e et e e e et e e e eseeeeseeeeeseesesesenseseneseseeseseeseseseseseassanas 83



INTRODUCAO



13

1. INTRODUCAO

A disfuncéo erétil € uma doenca que afeta a qualidade de vida do individuo acometido,
tendo comprometimento da autoestima e de relacionamento interpessoal do paciente e de seus
parceiros sexuais (ABDO et al., 2006). Pode-se definir a disfungdo erétil como a incapacidade
consistente ou recorrente de um homem de atingir e/ou manter uma ere¢do peniana suficiente
para a atividade sexual satisfatoria (LUE et al., 2004). E importante ressaltar que a disfuncio
erétil € uma condicdo com alta prevaléncia. Estima-se que 37,2 — 48,6% dos homens acima de
18 anos apresentam algum grau de disfuncédo erétil (GOLDSTEIN et al., 2020). E no Brasil
esses dados também sdo alarmantes, onde a prevaléncia é de 37,2% dos homens acima de 18
anos (GOLDSTEIN et al., 2020).

E preconizado que o individuo diagnosticado com disfunc&o erétil tenha mudancas no
seu estilo de vida e adquira habitos saudaveis, que possam melhorar o quadro da doenca e de
condi¢des clinicas associadas. 1sso por que a disfungéo erétil esta associada a alguns fatores de
risco, dentre eles, o envelhecimento, diabetes, doenca cardiovascular, hipertensdo, tabagismo,
hipogonadismo e depressdo (DELAY; HANEY; HELLSTROM, 2016). Dessa forma, torna-se
evidente que a disfuncdo erétil € uma doenca complexa e por vezes requer atencdo
multiprofissional para seu tratamento.

E descrito que individuos hipertensos tém aumento do risco de desenvolver disfuncéo
erétil em comparacdo aos individuos sem essa comorbidade (MOREIRA et al., 2003a). Vale
ressaltar que a hipertensdo e disfuncéo erétil apresentam fatores de risco em comum incluindo
a disfuncéo endotelial e aumento de espécies reativas de oxigénio (FELDMAN et al., 1994). E
importante notar que quanto mais severo o quadro de disfuncéo erétil, maior é o risco de
desenvolver doenca isquémica do coracao, infarto, doenca vascular periférica e morte (BANKS
et al., 2013). Dados na literatura sugerem que a disfuncdo erétil pode ser considerada um
marcador de doenga cardiovascular por anteceder em até 3 anos a doenca arterial coronariana
(THOMPSON et al., 2005). Sabendo-se que as doencas cardiovasculares sdo a principal causa
de morte no mundo, torna-se evidente que a identificacdo de pacientes com disfuncdo erétil
poderia auxiliar estratégias de intervencéo prévia para o tratamento de doenca cardiovascular.

Além disso, o tratamento farmacologico de primeira escolha para disfuncao erétil séo
os inibidores da fosfodiesterase tipo-5 (iPDE-5) (TERRETT et al., 1996). Apesar do sucesso
terapéutico, esse tratamento pode promover alguns efeitos adversos no individuo, como dores
de cabeca, distdrbios visuais, rinite, rubor, dispepsia (indigestdo) (GOLDSTEIN et al., 2002).
Esses efeitos adversos contribuem para a descontinuacdo do tratamento oral. Em adicéo,
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pacientes que apresentam disfungdo endotelial, diabéticos e que passaram por prostatectomia
respondem menos aos iPDE5 (BURNETT et al., 2018).

Levando em consideracéo a fisiologia da erecdo e os mecanismos celulares envolvidos
na regulacdo do estado flacido e ereto, substancias que atuam relaxando a musculatura lisa de
artérias e do corpo cavernoso sdo uma estratégia importante para o tratamento da disfuncao
erétil(ANDERSSON, 2003). Logo, deve ser realizada a busca por novas moléculas bioativas
com acdo vasodilatadora e relaxante da corpo cavernoso a fim de ampliar as opcdes terapéuticas
dos individuos com disfuncdo ereétil.

O entendimento sobre a acdo de um composto bioativo sobre um sistema bioldgico é
uma estratégia importante para o mapeamento de novas drogas que podem servir como
moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos (DUTRA et al., 2016). Visto isso, as
cumarinas sao compostos de interesse, uma vez que ja sdo descritas varias acdes destas em
modelos experimentais e na clinica, a exemplo da cumarina varfarina utilizada como
anticoagulante (JOHNSON et al., 2017); a cumarina psoraleno utilizada juntamente com
radiacio UVA para o tratamento de afecgdes dermatologicas (CARRASCOSA; PLANA;
FERRANDIZ, 2013) e a cumarina benzopirona utilizada para melhora da circulacio periférica
com a finalidade de reduzir edema e inflamagéo (BADGER et al., 2004).

A brailina € uma piranocumarina que ja foi descrita na literatura em inibir a agregacao
plaquetaria (TSAI et al., 1998); atuar no sistema imunoldgico ao apresentar atividade anti-
inflamatoria, imunomodulatdria e antinociceptiva (ESPIRITO-SANTO et al., 2017); atuar
como possivel inibidora de PDE-4 (LIN et al., 2014); bem como nosso grupo de pesquisa
descreveu sua acao vasodilatadora em artérias mesentérica e iliaca isoladas de ratos wistar (em
processo de submissao).

Diante da alta prevaléncia de individuos diagnosticados com DE e a forma como essa
disfuncéo afeta a qualidade de vida dos pacientes e de seus parceiros sexuais, bem como sua
relacdo com as doengas cardiovasculares, o tratamento dessa doenca deve ser ampliado. Novas
terapias devem ser elucidadas a fim de agregar os individuos que nao respondem ao tratamento
atual ou mesmo melhorando a resposta terapéutica dos individuos que ja fazem uso de iPDE5.
Levando em consideracdo o conhecimento da literatura acerca de moléculas bioativas e de suas
potenciais atividades farmacoldgicas, gerou-se a hipotese de que a brailina relaxa corpo
cavernoso e vasos sanguineos favorecendo a funcéo erétil, servindo como uma molécula
bioativa para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da disfuncéo erétil

associada a hipertensao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O levantamento bibliografico prévio para melhor entendimento sobre a fisiologia da
erecdo e a fisiopatologia da disfuncéo erétil € fundamental para tracar novos alvos terapéuticos,
bem como para o desenvolvimento de novos farmacos. Entdo inicialmente sera abordado sobre
a anatomia peniana, hemodinamica e neurofisiologia envolvida no processo de erecao, seguido
dos mecanismos celulares que participam da regulacdo do estado flacido e ereto do pénis.
Posteriormente sera abordado sobre varios aspectos da disfuncéo erétil, desde seu diagndstico
aos possiveis tratamentos indicados, seguido da descri¢cdo do modelo experimental e o potencial

farmacoldgico da cumarina brailina para o tratamento da disfuncéo erétil.

2.1.  ANATOMIA PENIANA

O pénis faz parte de dois sistemas, 0 excretor e reprodutor, apresenta capacidade erétil
devido a presenga de trés tecidos eréteis, um par de cOrpos cavernosos € 0 Corpo esponjoso
(FERNANDES; SOUZA; CARTAFINA, 2018). O corpo esponjoso esta localizado na porcéo
ventral do pénis e é envolvido na porcdo inicial pelo musculo esquelético bulbocavernoso, o
corpo esponjoso envolve a uretra e alonga-se até a parte distal do pénis formando a glande.
Enquanto os corpos cavernosos sdo localizados lateralmente, formados inicialmente pelo par
de cruras na regido proxima ao 0sso da pelve e se alongam até o inicio da glande. As cruras sao
estruturas de masculo liso que sdo recobertas pelo musculo esquelético isquiocavernoso. A
corpora cavernosa é o principal tecido com capacidade erétil e é responsavel pelo maior
aumento do tamanho e rigidez do pénis no momento da erecdo (TUDORIU; BOURMER,
1983). Aproximadamente, 40-50% da area seccional do corpo cavernoso e formado por
masculo liso trabecular o qual é recoberto pela tunica albuginea (NEHRA et al., 1998). A tlnica
albuginea é uma camada fibrosa externa ao corpo cavernoso e possui a capacidade de expandir
durante a tumescéncia do pénis no momento da erecdo. E importante ressaltar que modelos
animais de disfuncdo erétil apresentam niveis menores de musculo liso, a exemplo do modelo
com aterosclerose que apresenta apenas 30 a 35% de musculo liso trabecular (NEHRA et al.,
1998). O conteudo de musculo liso trabecular esta diretamente relacionado a capacidade de
expansao do corpo cavernoso, assim como a composicao de colageno e elastina e a regulacao
adequada das fibras nervosas e do fluxo sanguineo nos espacos sinusoidais (QIAQ et al., 2017).
Sendo assim, alteracfes morfoldgicas ou funcionais nesses tecidos estdo intimamente ligadas a

presenca e ao grau de disfuncao erétil.
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2.2. IRRIGAC}AO E DRENAGEM SANGUINEA PENIANA

A quantidade de sangue que preenche o pénis no momento da erecdo & uma
consequéncia de alteragbes no fluxo sanguineo de artérias pré-penianas, arteriolas,
microvasculatura do pénis e a regulacdo da drenagem sanguinea nas vénulas e veias (FIGURA
1). O pénis é irrigado por trés grupos de artérias principais, as cavernosas, as dorsais e a
bulbouretral e todas elas séo originadas de ramificacbes da artéria pudenda interna que se
encontra na porgao pré-peniana. A irrigacdo das trabéculas do corpo cavernoso é realizada pelas
artérias helicinas que sdo ramificacBes das artérias cavernosas. Ha evidéncias que sugerem que
a artéria pudenda interna seja responsavel por 70% da resisténcia a irrigacao sanguinea ao pénis,
enguanto que a vasculatura peniana represente o restante da resisténcia (MANABE et al., 2000).
A drenagem sanguinea é realizada principalmente pela veia dorsal que também recebe a
drenagem feita pelas veias circunflexas.

No estado flacido a musculatura lisa esta tonicamente contraida permitindo o fluxo
sanguineo somente para aporte nutricional e de moléculas sinalizadoras, nesse estado a pressao
de oxigénio € em torno de 35mmHg. Em contrapartida, na erecdo a pressdo intracavernosa
aumenta para 100mmHg, havendo a possibilidade dessa pressdo aumentar na fase rigida, no
momento de contracdo dos musculos isquicavernosos e bulbouretrais, podendo alcancar valores
superiores a pressao sistolica (SATTAR et al., 1995).

O estimulo erétil iniciado, seja de origem psicoldgica, sensorial ou a juncdo de ambos,
estimula a liberacdo de substancias do endotélio e de terminacdes nervosas que relaxam a
musculatura lisa que recobre 0s espacos trabeculares e das artérias, aumentando o fluxo
sanguineo; o sangue entdo é estocado nos sinusoides dilatados dos corpos cavernosos; que leva
a compressao fisica das vénulas e veias pelo intumescimento dos tecidos eréteis, reduzindo a
drenagem sanguinea, no processo de veno-oclusdo FIGURA 1 (GRATZKE et al., 2010).

Passado o estimulo erétil e iniciado a resolucdo da erecdo, o pénis sofre algumas
alteracOes para retornar ao estado flacido. A detumescéncia € caracterizada por inicialmente,
haver pequeno aumento da pressdo intracavernosa como consequéncia da contracdo da
musculatura lisa; em seguida ha o término da veno-oclusdo com consequente rapida diminuicéo

da pressdo sanguinea no corpo cavernoso (DEAN; LUE, 2005).
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2.3.  NEUROFISIOLOGIA DA ERECAO

A regulacdo da erecdo e promocdo do maior influxo sanguineo ao pénis é realizada
principalmente pelo sistema nervoso. O pénis é inervado por terminacfes autondmicas
(simpética, parassimpatica e ndo-adrenérgicas ndo-colinérgicas “NANC”) e sométicas (motores
e sensoriais)(BELLA; BRANT; LUE, 2007). Os nervos autondmicos correspondem a principal
inervacao reguladora entre o estado flacido e ereto. As inervacfes simpatica e parassimpética
regulam o estado de flacidez e tumescéncia, respectivamente, sendo que ambos sdo originados
da medula espinhal e do ganglio pélvico formando o nervo cavernoso. O nervo cavernoso
quando danificado, geralmente por prostatectomia, ocasiona desequilibrio da regulacéo
autondmica, por vezes levando ao quadro de disfuncéo erétil. Ja as fibras NANC tem papel
importante ao liberar éxido nitrico e desencadear o processo de vasodilatacdo e relaxamento do
masculo liso trabecular. Enquanto a inervagdo motora esta relacionada a contracdo dos
musculos esqueléticos bulbocavernoso e isquiocavernoso, caracterizando a fase de erecdo
rigida e ejaculacdo. Adicionalmente, h4 as fibras sensoriais que formam o nervo dorsal e sdo
responsaveis por detectar estimulos tateis na regido peniana. Ha também a participacdo do nervo

pudendo formado por fibras motoras e sensoriais. Por fim, a interacdo entre as vias centrais e
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periféricas em conjunto coordenam o estado de flacidez e erecdo peniana (NUNES; WEBB,
2012).
2.4.  MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NO ESTADO ERETO

A erecdo é mediada por mecanismos celulares que promovem o relaxamento da
musculatura lisa presente nas artérias e nos tecidos eréteis. Dado o estimulo sexual, ha a
ativacdo dos nervos parassimpaticos e das fibras ndo-adrenérgicas ndo-colinérgicas (NANC)
que induzem o relaxamento do musculo liso, com consequente aumento do fluxo sanguineo e
pressao intracavernosa, resultando na ere¢do. O principal mediador relaxante é o 6xido nitrico
(NO) que é liberado pelas fiboras NANC (ANDERSSON, 2001).

O NO também pode ser liberado pelas células endoteliais apds estimulo das fibras
colinérgicas que impedem a liberacdo de noradrenalina do nervo simpatico e liberam
acetilcolina que estimula a producéo de NO pelas células endoteliais. O NO é sintetizado pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS), que apresenta trés subtipos: a endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS) e induzida (iNOS) (BOER et al., 2000). A NOS por meio de reacdes de oxirreducdo
em cadeia utiliza como substrato o amino&cido essencial L-arginina e oxigénio, tendo como
produto de reacdo, o aminoacido ndo codificado pelo DNA de humanos, a L-citrulina e
liberacdo de NO.

O NO é um mediador gasoso que se difunde entre as membranas celulares, atuando em
alvos moleculares presentes nas células adjacentes, como a célula muscular lisa. Uma das
principais proteinas influenciadas pelo NO na célula muscular lisa € a ciclase de guanilil soluvel
(sGC) que catalisa a conversdao do nucleotideo guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato
ciclico de guanosina (cGMP) com liberacdo de pirofosfato. As GC podem ser encontradas em
duas formas: a particulada (pGC) e soluvel (sGC) (DERBYSHIRE; MARLETTA, 2012). E
descrito que o NO interage no grupo heme da sGC favorecendo a mudanga conformacional que
leva a sua ativacdo e consequente formacdo de cGMP. O cGMP € um segundo mensageiro
importante para a transdugéo de sinal para relaxamento da musculatura lisa. Ao ser formado o
cGMP pode atuar em trés vias: ativacdo da proteina cinase dependente de cGMP (PKG);
ativacdo de canais idnicos sensiveis a nucleotideos ciclicos e ser degradado pela enzima
fosfodiesterase (PDE) (HOFMANN; AMMENDOLA; SCHLOSSMANN, 2000).

Além do cGMP, o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) € um importante
mensageiro secundario na via de relaxamento da célula muscular lisa. A enzima ciclase de
adenilil (AC) catalisa a conversdo do nucleotideo adenosina trifosfato em cAMP. A ativacao da
AC é resultado da ligagdo de substancias vasodilatadoras a um receptor ligado a proteina Gs, a

exemplo da prostaglandina E1, um analogo dessa substancia é o farmaco alprostadil, que ¢
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utilizado para o tratamento da disfuncdo erétil. O cAMP formado pode ativar a proteina cinase
dependente de cCAMP (PKA) e também pode ser degradado pela acdo de PDE. O cGMP inibe
a migracdo da proteina GTPase monomérica RhoA, impedindo a ativacdo da via RhoA-Rho
cinase de sensibilizacdo ao Ca?* e de favorecimento da contragio muscular (GRATZKE et al.,
2010). As enzimas PKG e PKA fosforilam proteinas especificas e atuam induzindo a retirada
de fons Ca?* do citosol, seja por diminuir o influxo ou aumento da recaptagio desse ion pelo
reticulo sarcoplasmatico. Adicionalmente, elas favorecem a hiperpolarizacdo celular ao
permitir a saida de fons K*, além de inibir a cinase da cadeia leve de miosina (MLCK)
desfavorecendo o estado contraido e a consequente flacidez peniana (FIGURA 2).

A via de sinalizacdo de cGMP e cAMP ¢ terminada quando a PDE lineariza esses
nucleotideos a 5°’GMP e 5’AMP, respectivamente. Assim, a atuagdo de PDE cessa o estimulo
celular relaxante promotor da ere¢do. Dessa forma, as PDE sdo enzimas importantes para a
detumescéncia e manutencdo do estado flacido peniano. Ha ao menos 11 familias de PDE que
apresentam regides conservadas no sitio catalitico, entretanto apresentam diferenca quanto a
expressao tecidual e especificidade de substrato (GHALAY NI, 2004).

Entdo, ao inibir a PDE os niveis intracelulares desses segundos mensageiros serdo
aumentados, sendo esse 0 mecanismo de acao dos farmacos de primeira linha para o tratamento
da disfuncao erétil (inibidores de PDE-5). O primeiro farmaco dessa classe de medicamentos
foi o citrato de sildenafil, potente inibidor de PDE-5 (iPDE-5), que é um tipo especifico para o
cGMP (MORELAND; GOLDSTEIN; TRAISH, 1998). Ao inibir a acdo de PDE, o cGMP
formado néo sofre degradacéo e pode entdo atuar por mais tempo induzindo efeito relaxante na
musculatura lisa.

Fatores que diminuem a biodisponibilidade de NO, ou que reduzem a ativacdo dos
mecanismos celulares de promocdo do relaxamento afetam diretamente a pressao
intracavernosa e consequentemente a erecdo. O aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e disfungdo endotelial sdo fatores associados a diminuicdo da capacidade erétil e
vascular. Curiosamente, esses fatores estdo aumentados em quadros de disfuncdo eretil
vasculogénica assim como em outras condic@es clinicas ligadas ao sistema cardiovascular como
a aterosclerose e hipertensdo arterial sistémica, em que o estimulo contratil esta positivamente
regulado (ANDERSSON, 2003).
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2.5.  MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NO ESTADO FLACIDO E
DETUMESCENCIA

O tecido peniano é mantido no estado flacido pela atuacdo da inervacdo simpatica, que
mantem a musculatura lisa de artérias e do corpo cavernoso no estado contraido, diminuindo o
fluxo sanguineo, a pressao intracavernosa e consequentemente mantendo o pénis no estado
flacido (GIULIANO et al., 1993). O principal mediador da agdo simpatica é o neurotransmissor
norepinefrina (NE) (FIGURA 3).

Ao interagir com seus receptores acoplados a proteina G na membrana da célula
muscular lisa, a NE induz mecanismos contrateis ao estimular a via de contracdo dependente
de Ca** e a via de sensibilizagdo ao Ca®*. A via da RhoA-Rho cinase é importante para a
sensibilizagdo ao Ca?* da célula muscular lisa, favorecimento ao estado contraido, com
consequente manutencdo da flacidez peniana. A desregulacdo desse mecanismo de contracao €
descrita em quadros de disfuncéo erétil em que essa via esta positivamente regulada, tornando
mais dificultada a promocéo da erecdo (CHITALEY; WESSELLS, 2004).

A via de contracio dependente de Ca?* é consequéncia, principalmente, da ativacio da
enzima fosfolipase C (PLC), devido a liberacdo de noradrenalina pelos nervos adrenérgicos. A
PLC degrada o fosfolipideo de membrana fosfatidilinositol bifosfato a diacilglicerol (DAG) e
inositoltrifosfato (IP3), ambos os produtos da clivagem atuam em mecanismos celulares que
induzem o estado contraido da musculatura lisa. O DAG aumenta a dindmica da maquinaria
contratil pela ativacdo da enzima proteina cinase C (PKC), enquanto que o IP3 liga-se a seu
receptor na membrana do reticulo sarcoplasmatico e promove a liberacdo de Ca?* armazenado
para o citosol (MORELLI et al., 2006).

O Ca?* também pode ser liberado do reticulo sarcoplasmatico pelos receptores de
rianodina. Esses receptores estdo envolvidos na via de liberagdo de Ca®* induzida por Ca?*, uma
vez que 0 aumento desse ion no meio citosélico promovida pela abertura dos canais de célcio
sensiveis a voltagem (Cay) ativam os receptores de rianodina que entdo promovem a saida de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (HAMADA; MIKOSHIBA, 2019).

Além da NE ativar as vias de contracdo da célula muscular lisa, esse neurotransmissor
simpatico também inibe diretamente uma das vias de relaxamento. Por meio da ativagdo do
receptor 02, que ¢ um receptor acoplado a proteina Gi, a NE inibe a enzima AC, dessa forma
reduz a sinalizacdo de relaxamento promovida pelo cCAMP (DEAN; LUE, 2005).

Outro fator importante para manutencdo do estado flacido € a endotelina liberada por
células endoteliais. Essa molécula atua no masculo em seus receptores acoplados a proteina G

e também promove a ativacio de PLC e sua cascata de sinaliza¢io aumentando o Ca?* citosolico
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(RITCHIE; SULLIVAN, 2011). O Ca?* liberado no citosol pode interagir com a calmodulina
favorecendo a contragdo do musculo liso. Por isso, nos mecanismos de indugdo do relaxamento
a sinalizacdo celular promove a retirada do Ca* do citosol, enquanto a sinalizagio de promogao
da contragdo envolve a liberacido do Ca* no citosol para ativar a maquinaria contratil. O
aglomerado Ca?*-calmodulina ativa a proteina cinase da cadeia leve de miosina (MLCK) que
fosforila a cadeia leve de miosina (MLC) favorecendo o acoplamento da MLC aos filamentos
de actina.

A desregulacdo dos mecanismos celulares de contracdo influencia diretamente na
obtencdo e manutencédo da erecdo peniana. O aumento de ativacdo de mecanismos contrateis e
diminuicdo da regulacdo de mecanismos pro-relaxantes podem dificultar o obtengdo da erecéo
e favorecer o quadro de disfuncéo erétil (CHITALEY; WESSELLS, 2004).
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2.6. DISFUNCAO ERETIL

A disfuncdo erétil ¢ definida como a incapacidade consistente ou recorrente de um
homem de atingir e/ou manter uma erecdo peniana suficiente para a atividade sexual satisfatdria
(LUE et al., 2004). Pode ser desencadeada por multiplos fatores, como a producdo insuficiente
de andrégeno, dano neurovascular, dano a estrutura do 6rgao genital masculino ou até mesmo
fatores psicogénicos, como depressdo (NIH CONSENSUS CONFERENCE, 1993).

Alguns estudos epidemioldgicos foram realizados para caracterizar a prevaléncia de
disfuncdo erétil, porém os resultados apresentam algumas divergéncias, podendo variar de 3-
76%, devido ao uso de diferentes metodologias e caracteristicas populacionais (KESSLER et
al., 2019). Porém, de maneira geral, estima-se que 37,2 — 48,6% dos homens acima de 18 anos
apresentam algum grau de disfuncdo erétil (GOLDSTEIN et al., 2020). Em 2007 foi publicado
um estudo que estimou que cerca de 18 milhdes de homens acima de 20 anos apresentam
disfuncéo eretil nos Estados Unidos (SELVIN; BURNETT; PLATZ, 2007). Enquanto no
Brasil, um estudo epidemioldgico realizado com 2862 homens maiores de 18 anos provindos
de 18 cidades, apontou que 45,1% desses homens apresentaram disfungdo erétil, entre eles
31,2% apresentaram disfuncéo erétil minima, 12,2% moderada e 1,7% completa (ABDO et al.,
2006). Dados mais recentes trazem que 37,2% dos homens no Brasil apresentam algum grau de
disfuncdo erétil (GOLDSTEIN et al.,, 2020). Nesse mesmo estudo, os individuos com
acometidos apresentaram modifica¢fes no padrdo comportamental, como comprometimento da
autoestima e de relacionamento interpessoal. Indicando assim, que a disfuncdo erétil pode
comprometer ndo somente o ato sexual, mas também questdes sociais relacionadas a fatores
psicoldgicos.

Na cidade de Salvador, capital do estado da Bahia, foi realizado um estudo
epidemioldgico em 2002 que foi obtido a prevaléncia de 39,5% de disfuncéo erétil entre os 605
participantes entre 40 a 70 anos (MOREIRA et al., 2002). Em 2003 foi publicado um estudo de
coorte que avaliou a incidéncia de disfuncdo erétil, em Salvador, e obteve-se 0 quadro de 65,6
casos a cada 1000 individuos por ano (MOREIRA et al., 2003b). Tendo em vista que a
disfuncdo erétil € um problema de saide mundialmente, esses dados evidenciam o impacto da
prevaléncia de individuos com disfuncdo erétil e a importancia da busca pela compreenséo dos
fatores de risco associados a essa doenca, assim como da descoberta de novas abordagens
terapéuticas para seu tratamento.

E descrito na literatura alguns fatores que estdo associados ao surgimento de disfuncéo
erétil, dentre eles, idade, diabetes, doenca cardiovascular, hipertensdo, tabagismo,
hipogonadismo e depressdo (DELAY; HANEY; HELLSTROM, 2016). Dos fatores de risco
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podemos destacar a relagdo do envelhecimento com o aparecimento de disfuncéo erétil, em que
a frequéncia de disfuncéo erétil moderada e completa aumenta com a idade (MCCABE et al.,
2016). A prevaléncia da doenca pode ser considerada de 15% em homens entre 40-49 anos,
varia de 20-40% em homens entre 60-69 anos e mais de 50% dos homens acima de 70 anos.
Ha também evidéncias de que diabetes também e fator de risco, em que é sugerido a prevaléncia
de disfuncgéo erétil em pacientes diabéticos de 52,5% e que esses pacientes tem 3,5 vezes mais
chance de desenvolver a doenca do que individuos ndo diabéticos (KOUIDRAT et al., 2017).

Adicionalmente, individuos hipertensos tem aumento do risco de desenvolver disfuncao
erétil comparado aos individuos sem essa comorbidade (MOREIRA et al., 2003a). Além do
mais, 61% dos individuos hipertensos apresentam algum grau de disfuncdo erétil (GIULIANO
et al., 2004). Foi descrito também que individuos autodeclarados negros tinham maior
correlagdo com o surgimento da doenca, do que individuos brancos (MOREIRA JR ED, ABDO
CHN, TORRES EB, LOBO CFL, 2001). Esse fato tambem é curioso, uma vez que individuos
negros apresentam maior prevaléncia de hipertensdo do que individuos ndo negros, bem como
apresenta maior dificuldade no controle e mais risco de desenvolver complicacGes
cardiovasculares decorrentes da hipertensdo (CHOR et al., 2015), corroborando assim que ha a
relacdo entre doencga cardiovascular e disfuncéo erétil.

A disfuncdo erétil apresenta diversas etiologias, pode ser considerada de origem
organica, psicoldgica ou mista. Alteracbes anatdmicas e locais podem afetar a erecdo, a
exemplo de pacientes com aterosclerose em que ha diminuicdo da oxigenacao e consequente
fibrose localizada, diminuindo a capacidade de expansdo do corpo cavernoso e artérias,
desfavorecendo a erecdo. Adicionalmente, outros fatores também podem desencadear a
disfuncdo erétil, a exemplo de desordens neurais como a depressdo e condi¢des iatrogénicas,
como complicacBes pds-operatorias de retirada da prostata que podem danificar o nervo
cavernoso comprometendo a ativacdo somatica da erecdo (SIMOPOULOQS; TRINIDAD, 2013).
Dessa forma, a disfuncdo erétil é uma doenca complexa e por vezes requer atencdo
multiprofissional para seu tratamento e diferentes estratégias para seu diagnostico.

O diagnostico da disfuncdo erétil é realizado por abordagens de autoavaliacdo do
paciente, assim como por exames clinicos e de imagem. O individuo quando procura assisténcia
médica para tratar a provavel disfuncdo erétil é solicitado a responder um questionario de
autoavaliacdo que compreende o indice internacional de funcdo erétil (IIEF)(ROSEN et al.,
1997). Nesse questionario ha a avaliacdo sobre a funcdo erétil, orgasmo, desejo sexual,
satisfacdo no intercurso e a satisfacdo geral descrita pelo préprio paciente, ao fim um escore é

gerado de acordo com as respostas dos individuos, os quais podem ser classificados como sem
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disfuncéo erétil, disfuncéo erétil leve, leve a moderada, moderada ou grave. Adicionalmente,
h& o quociente sexual masculino (QSM) que pode ser gerado apo6s o individuo responder o
questionario sobre a sua funcédo e satisfagdo sexual. Além disso, podem ser realizados outros
exames, a exemplo do teste da erecdo farmaco-induzida com papaverina ou prostaglandina E1,
teste de tumescéncia noturna, ultrassonografia com Dopller do pénis e arteriografia para avaliar
a funcdo vascular dos individuos (CARNEIRO et al., 2020). De maneira geral, a disfuncéo erétil
€ uma doenca autorreferida e é necessario que o paciente exponha a situacdo ao médico para

que haja o diagndstico e acompanhamento adequado.

2.6.1. Tratamento para disfuncéo erétil

O individuo diagnosticado com disfuncéo erétil € entdo encaminhado para o devido
tratamento. E preconizada a mudanca no estilo de vida, no qual o individuo deve apresentar
habitos mais saudaveis a fim de evitar complicagcBes ou o surgimento de condigdes clinicas
associadas (MONTAGUE et al., 2005). E importante notar que o tratamento pode variar de
acordo com a etiologia da disfuncdo ereétil. As de causa psicoldgica, 0 acompanhamento com
psicologo pode contribuir para melhor performance sexual, bem como as de origem pés-trauma,
onde a cirurgia de revascularizacdo pode melhorar em até 70% o quadro de disfuncéo erétil, ou
att mesmo as de origem hormonal podem ser tratadas com reposi¢cdo hormonal
(HATZIMOURATIDIS et al.,, 2010). Porém, geralmente para as de ordem organica, 0
tratamento farmacoldgico pode ser eficaz.

Sendo assim, a abordagem terapéutica pode ser dividida em primeira, segunda ou de
terceira linha de tratamentos. A primeira linha de tratamento recomendada sdo farmacos orais,
os inibidores da enzima fosfodiesterase do tipo 5 (iPDE-5) (sildenafila, tadalafila, vardenafila)
e acompanhamento com psicoterapeuta (SIMOPOULOS; TRINIDAD, 2013). Caso ndo haja
efeito ou complicagbes com os efeitos adversos, pode ser considerada a segunda linha de
tratamento, a autoinjecdo intracavernosa ou administracdo intrauretral com farmacos
vasodilatadores e relaxantes da musculatura lisa do corpo cavernoso, a exemplo dos analogos
de prostaglandina E1, como o alprostadil. Levando em consideracdo a segunda linha de
tratamento farmacoldgica, aproximadamente 46% dos pacientes descontinuam o tratamento
(ALTHOF et al., 1989), por conta do desconforto associado a administracdo. Ha também a
possibilidade de tratamento com apomorfina administrada sublingual, que tera efeito de
estimulacdo da regulacdo do sistema nervoso central, desencadeando o processo de erecdo
(NEVES etal., 2004). Ha também a terceira linha de tratamento mais invasiva do que as outras,

indicado para casos mais graves, que é o implante peniano(HATZIMOURATIDIS et al., 2010).
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O inicio da comercializacdo no Brasil da primeira linha de tratamento para disfuncdo
erétil, os iPDE-5, foi permitida em 1999 com o citrato de sildenafila. Com o passar do tempo,
os outros inibidores foram liberados, tadalafila em 2004, o vardenafila em 2007 e em 2010 foi
desenvolvido no Brasil, o lodenafila. O uso desses medicamentos melhora ndo somente o
quadro de disfuncao erétil, mas também a qualidade de vida de muitos individuos, uma vez que
a administracéo € oral, ndo invasiva, e, a depender da dose e do farmaco pode ser ingerido em
até horas antes do ato sexual. Porém esse tratamento pode promover alguns problemas no
individuo, como dores de cabeca, distarbios visuais, rinite, rubor e dispepsia (indigestao)
(GOLDSTEIN et al., 2002). Esses efeitos adversos contribuem para a descontinuacdo do
tratamento oral. Porém, ha alta taxa de pacientes que ndo respondem a essa terapia, a exemplo
de pacientes diabéticos, pacientes que apresentam disfuncéo endotelial, que esta intimamente
relacionada ao envelhecimento, e pacientes que passaram por prostatectomia respondem menos
aos iPDE5 (BURNETT et al., 2018). E importante ressaltar que os pacientes podem fazer uso
de outras alternativas, como os dispositivos mecanicos, a exemplo da vacuoterapia.

Adicionalmente, h& precaucdo quanto ao uso de iPDE5 e outros farmacos, a exemplo
dos anti-hipertensivos. Uma vez que € descrito a relacdo de alguns medicamentos anti-
hipertensivos e o desenvolvimento de disfuncéo erétil, a exemplo de diuréticos, clonidina e f3-
bloqueadores (exceto nebivolol)(PAPATSORIS; KORANTZOPOULQOS, 2006). Um dos
mecanismos que podem levam a disfuncéo erétil é que esses farmacos podem reduzir a perfuséo
sanguinea no pénis, ocasionando reducdo da erecdo. Aléem do mais, a utilizacdo concomitante
de iPDES5 e bloqueadores a-adrenérgicos é evitada e com nitratos organicos é impossibilitada,
ao potencializar ambos seus efeitos, podendo causar hipotensdo (KLONER, 2007). Porém, é
descrito que bloqueadores do receptor de angiotensina e nebivolol (inibidor de receptor B1-
adrenérgico) podem melhorar a funcéo sexual por inibir o mecanismo inflamatdrio e constritor
da angiotensiona Il e aumentar a disponibilidade de éxido nitrico (TARUKALLO; RASYID,
2020). Dessa forma, ha diferentes modulacdes dos anti-hipertensivos a depender da classe e do

medicamento utilizado.

2.7. DISFUNCAO ERETIL, HIPERTENSAO E DOENCAS CARDIOVASCULARES
Como dito anteriormente, a disfuncao erétil esta associada a condic6es clinicas como a
hipertensao arterial. Foi descrito que a prevaléncia de hipertensdao mascarada € alta em pacientes
com disfuncdo erétil, cerca de 37% (ATES et al., 2020). Segundo as Sociedades Europeias de
Cardiologia e Hipertensdo, a hipertensdo mascarada € caracterizada por pontualmente

apresentar valores da presséo arterial normal, entretanto com presséo arterial alta ambulatorial
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ou domiciliar ao longo do dia (média de 24 horas >130 / 80 mmHg) e esta presente entre 10-
17% da populagdo, que apresentam também mais risco de doenca cardiovascular do que os
individuos normotensos (WILLIAMS et al., 2018). Sendo mais um indicio de que a disfuncéo
erétil estd intimamente relacionada ao desenvolvimento de hipertenséo.

Uma das principais preocupacéo sobre a regulacéo da presséo arterial € a ocorréncia de
hipertensdo resistente. Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia a hipertensdo resistente
é caracterizada pela manutencéo da pressao arterial acima das metas recomendadas de pacientes
que fazem uso de ao menos trés farmacos anti-hipertensivos de diferentes classes, incluindo um
bloqueador do sistema renina-angiotensina, um bloqueador de canais de Ca?* e um diurético
(YUGAR-TOLEDO et al., 2020). Entdo, nesse grupo de pacientes ha elevado consumo de
medicamentos, e ainda assim o risco de doenga cardiovascular prevalece, uma vez que nao é
controlada a niveis desejados a pressdo arterial. Foi realizado um estudo que avaliou a
prevaléncia de disfuncdo erétil em pacientes com hipertensdo resistente (BOUTARI et al.,
2016). Tendo observado que 66,9% dos pacientes com hipertensdo resistente apresentaram
disfuncéo eretil, destes, 73,5% caracterizada como severa ou moderada e o restante com
disfuncdo erétil leve. Reforcando a relacdo entre o desenvolvimento de disfuncéo erétil e o
quadro hipertensivo ou de uso de medicamentos anti-hipertensivos.

A hipertensdo e disfuncdo erétil apresentam fatores de risco em comum incluindo a
disfuncdo endotelial e aumento de espécies reativas de oxigénio, além disso 0s pacientes
hipertensos tem maiores chances de desenvolver disfuncédo erétil (FELDMAN et al., 1994). E
0 contrario também ja foi evidenciado, que paciente com disfuncéo erétil apresentam maiores
chances de desenvolver hipertensdo (SUN; SWINDLE, 2005). Além disso, sabe-se que a
disfuncdo erétil em pacientes hipertensos aumenta o risco de doenca arterial coronariana
(CORDEIRO et al., 2012). Adicionalmente, ha maior prevaléncia de fatores de risco para
doencas cardiovasculares em homens que apresentam disfuncéo erétil (SELVIN; BURNETT;
PLATZ, 2007). Esses dados em conjunto reforcam a ligacéo entre a disfuncdo erétil e doenca
cardiovascular.

E bem descrito que a hipertensdo é um dos principais fatores de risco para doenca
cardiovascular, e que as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte em todo
mundo. Dentre as doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), as doencas cardiovasculares
sdo a principal causa de morte prematura, responsavel por aproximadamente 31% de mortes no
mundo. A preocupacdo em reduzir mortalidade prematura é uma das prioridades mundiais,
sendo meta no Plano Global de DCNT 2013-2020 (WHO, 2013). Logo, o desenvolvimento de
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estratégias de diminuicdo da prevaléncia de doenca cardiovascular € almejado em
mundialmente.

E importante notar que quanto mais severo o quadro de disfungéo erétil comparado a
individuos ndo acometidos, maior é o risco de desenvolver doenca isquémica do coracao,
infarto, doenca vascular periférica e morte (BANKS et al., 2013). Porém, é necessario
compreender a participacao do fator envelhecimento nas analises de correlagdo entre disfuncao
erétil e doencas cardiovasculares. Nesse sentido, € importante ressaltar que a disfuncao erétil
pode ser considerada um marcador de doenca cardiovascular por anteceder em até 3 anos a
doenca arterial coronariana (THOMPSON et al., 2005). Dessa forma, a identificacdo de
pacientes poderia auxiliar estratégias de intervencdo prévia para o tratamento de doenca
cardiovascular. De maneira combinada, poderiam ser sugeridas mudangas no estilo de vida do
paciente, adquirindo habitos mais saudaveis, realizacdo de exercicios fisicos e

acompanhamento médico para avaliar intervencdes medicamentosas.

2.8.  MODELO EXPERIMENTAL DE DISFUNCAO ERETIL ASSOCIADA A
HIPERTENSAO

Com o objetivo de elucidar caracteristicas fisiolégicas e novas abordagens terapéuticas
para a disfuncéo ereétil, metodologias pre-clinicas foram desenvolvidas. Nesse sentido, diversos
modelos experimentais foram caracterizados para melhorar o entendimento sobre o quadro de
disfuncdo erétil a respeito das diferentes etiologias. Logo, ha diversos modelos experimentais
dentre eles os modelos traumaticos, a exemplo de injdria no nervo cavernoso comprometendo
a resposta erétil do animal; ha modelos de disfuncéo erétil organica, a exemplo dos animais
diabéticos, castrados e os ratos espontaneamente hipertensos (SHR)(CHUNG; DE YOUNG;
BROCK, 2011).

Tendo em vista que a maioria dos pacientes desenvolvem disfuncéo erétil com o
envelhecimento, e que a hipertensdo é uma das comorbidades mais frequentes em individuos
idosos e a forte relacéo entre hipertensdo e disfuncdo erétil (MOREIRA et al., 2003a), o modelo
experimental SHR torna-se uma estratégia interessante para o desenvolvimento de estudos pré-
clinicos de disfuncao erétil. E valido ressaltar que os SHR s&o modelos utilizados classicamente
para estudos de hipertensdo essencial (CHIUEH; KOPIN, 1978), uma vez que por fatores
genéticos esses animais desenvolvem a hipertensdo e apresentam grande similaridade a
hipertensdo essencial desenvolvida em humanos (TRIPPODO; FROHLICH, 1981). De maneira
interessante, os SHR também desenvolvem disfuncéo erétil, e essa descoberta foi elucidada por

alguns ensaios como os citados a seguir.
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A funcdo erétil de animais SHR foi descrita a partir de ensaios de avaliacdo de presséo
intracavernosa, nos quais observou-se menor pressao intracavernosa € menor responsividade a
relaxamento promovido por doador de NO quando comparado ao grupo normotenso de mesma
idade (BEHR-ROUSSEL et al., 2003). Tendo observado a menor resposta erétil desses animais,
posteriormente, foi realizada a avaliacdo temporal do surgimento da disfuncao erétil comparado
as alteracOes vasculares nos animais SHR. Foi observado entdo que, a diferenga na funcao erétil
observada entre os SHR e o0 grupo controle antecede a mudanca na pressao arterial média e
estabelecimento da hipertenséo arterial nesse modelo animal (BEHR-ROUSSEL et al., 2004).
Sugerindo que o quadro de disfuncéo erétil antecede a hipertensdo em SHR, de modo similar
ao que ocorre no humano, em que a disfungdo erétil pode anteceder o surgimento de doenca
cardiovascular.

Adicionalmente, um estudo foi realizado para analisar o relaxamento promovido por
NO neurogénico em animais SHR e foi observado a diminuigcdo do relaxamento do corpo
cavernoso promovido por NO neurogénico (via nitrérgica, fibras NANC) em comparacdo a
controle normotenso de mesma idade (USHIYAMA et al., 2004). Esse estudo evidenciou
também a menor resposta erétil dos animais SHR em comparacdo ao grupo controle. Levando
esses dados em consideragdo, os animais SHR sdo modelos experimentais para estudos de
disfuncdo erétil. Entdo, a utilizacdo de animais SHR em estudos pré-clinicos podem contribuir
para a avaliacdo de potenciais novas moléculas bioativas sobre a fisiologia do corpo cavernoso

e dessa forma, podem elucidar a descoberta de novas terapias para disfuncéo erétil.

2.9. PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS

O desenvolvimento de estratégias para conhecer moléculas biologicamente ativas
produzidas pelas plantas tornou possivel o avan¢o no tratamento de vérias doencas (HARVEY,
2008). Diversos farmacos amplamente utilizados, inicialmente foram obtidos de plantas, a
exemplo da papaverina que é um alcaloide com ac&o vasodilatadora e relaxante de musculatura
lisa, tendo atividade também sofre a funcgéo erétil (DIEDERICHS et al., 1991). Uma avaliacao
retrospectiva analisou a utilizacdo de produtos naturais ou seus derivados com o percentual de
medicamentos aprovados. Destes, para o tratamento de disfuncdo sexual masculina quatro
medicamentos foram aprovados entre 1981-2010, e todos foram classificados como obtido por
sintese completa, porém o grupo farmacéforo provem de produto natural e que mimetiza um
produto natural (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Nesse sentido, a bioprospeccao de produtos naturais afim de buscar novos farmacos é

uma area atrativa das ciéncias. Varios sao os grupos de metabdlitos secundarios de plantas que
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sdo estudados a fim de descrever sua acdo em sistemas biologicos, e assim, gerarem novos
farmacos em potencial. Dentre 0s grupos de metabdlitos secundarios existem as cumarinas, que
apresentam atividade bioldgica e assim tem potencial para o desenvolvimento de novas terapias
(KONTOGIORGIS; DETSI; HADJIPAVLOU-LITINA, 2012).

O termo cumarina representa um largo grupo de compostos que apresentam em sua
estrutura quimica o nicleo 2H-1-benzopiran-2-ona (GRAY; WATERMAN, 1978). Essa
estrutura quimica pode ser combinada, resultando em diferentes derivados e subclasses de
cumarinas. O derivado da fusdo de uma cumarina simples a outro composto heterociclico, por
exemplo, pode ser classificado como piranocumarinas, furanocumarinas e fenilcumarinas
(MATOS et al., 2015). As cumarinas ja foram isoladas de diversas espécies de plantas, em mais
de 40 familias diferentes. Fato que evidencia a ampla distribuicdo e ocorréncia desses
compostos quimicos na natureza. Adicionalmente, diversas atividades bioldgicas ja foram
atribuidas as cumarinas, como por exemplo, atividade anti-inflamatéria (KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2005), antioxidante (KOSTOVA, 2006) e relaxante de corpora
cavernosa (CHEN et al., 2000). Além disso, as cumarinas mais comumente encontradas na

natureza sao as cumarinas simples, furocumarinas e piranocumarinas (MATOS et al., 2015).

2.10. BRAILINA

A piranocumarina brailina teve sua férmula molecular descrita em 1949 por Anet e
colaboradores (ANET; HUGHES; RITCHIE, 1949), por meio de estudos com a planta
Flindersia brayleyana os quais a descreveram como 6-metoxi-7,8-(2°,2’-dimetilpirano-
bf,6’)cumarina. A estrutura quimica é ilustrada na FIGURA 4. Poucos estudos foram realizados
até o momento avaliando o efeito bioldgico dessa cumarina isolada, a seguir sera tratado sobre
os estudos publicados até 0 momento.

H,CO

FIGURA 4. Estrutura quimica da cumarina brailina.

Fonte: Autora.

Em 1998, foi demonstrado a acdo anti-plaquetaria de compostos extraidos da planta

Toddalia asiatica, por meio do método de turbidimetria (TSAI et al., 1998). Dentre o0s
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compostos extraidos, havia cumarinas, das quais apenas a brailina (100 pg/ml) foi capaz de
impedir a agregacdo de plaquetas induzida por colageno e fator de agregacdo plaquetéria.
Sugerindo que a brailina, como composto isolado pode apresentar atividade farmacoldgica.

Em 2014, foram estudados compostos extraidos desta mesma planta, a Toddalia
asiatica, e mostrou-se que alguns compostos, inclusive a brailina, apresentaram atividade
inibidora de PDE-4D2 humana (LIN et al., 2014). Nesse estudo os autores realizaram uma
modelagem molecular para avaliar a possivel interacdo dos compostos com a enzima PDE-4D
in silico, além de avaliar a inibigdo enzimatica in vitro. Sendo assim, esse estudo indicou que a
brailina pode ser um potente inibidor da PDE-4 e que essa molécula pode ser promissora para
desordens no organismo que envolvem a participacdo dessa classe enzimatica.

Em 2017, foi avaliado a atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva e
imunomodulatoria da brailina (ESPIRITO-SANTO et al., 2017). De maneira concentragio
dependente a brailina diminuiu a atividade de macrofagos ativados. Adicionalmente, foi
verificado por modelagem molecular que a brailina pode apresentar interacdes que sugerem
atividade de ligante de receptor glicocorticoide. Dessa forma, os resultados desse estudo
indicam que a brailina também pode apresentar atividade farmacoldgica em desordens
envolvidas com processos inflamatorios.

Adicionalmente aos estudos descritos anteriormente que avaliaram as acGes da brailina
isolada, outros estudos foram performados com extratos de planta que apresentavam em sua
composicdo a brailina (MINGORANCE; ANDRIANTSITOHAINA; ALVAREZ DE
SOTOMAYOR, 2008; RAKOTOARISON et al., 2003; RALAY RANAIVO et al., 2004),
sendo entdo um indicio de que a brailina isolada pode influenciar na resposta bioldgica
observada dos extratos estudados, como descrito a seguir.

O estudo de Rakotoarison e colaboradores (2003) mostraram o efeito vasorrelaxante do
extrato hidroalcodlico da casca do tronco de Cedrelopsis grevei em anéis de aorta pré-
contraidos com noradrenalina. Esse extrato continha diferentes cumarinas e outros compostos
fitoquimicos, dentre as quais estava inclusa a brailina, identificada por cromatografia em
camada delgada. Porém, nenhum estudo com a cumarina brailina isolada havia sido realizado
para investigar a real acdo desta sobre a vasculatura ou atividade cardiaca. Entdo, nosso grupo
de pesquisa realizou ensaios com artéria mesentérica isolados de ratos Wistar e observou efeito
vasorrelaxante da brailina envolvendo a via NO-cGMP e cAMP (em processo de submisséo).

Similarmente, em 2004, Ralay Ranaivo e colaboradores (RALAY RANAIVO et al.,
2004) demonstraram a acdo hipotensora do extrato dessa mesma planta, a C. grevei, em ratos

normotensos, atraves de administracao oral. Observou-se entdo, que o extrato induziu aumento
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do relaxamento mediado por dxido nitrico em artérias de conduténcia e resisténcia, indicando
a acdo farmacoldgica dos compostos presentes no extrato dessa planta no sistema
cardiovascular.

Outro estudo, também utilizando extrato, dessa mesma planta C. grevei, rico em
cumarinas, realizado por Mingorance e colaboradores (2008) observaram que houve prevencéo
da disfungdo endotelial de anéis de aorta e arteriolas mesentéricas em ratos senis tratados
diariamente via intragastrica, por oito semanas, com 0 extrato; assim como a preven¢do do
aumento da pressdo sanguinea sistélica quando comparado ao grupo ndo tratado. Indicando
assim, que 0S compostos presentes nesse extrato apresentaram atividade preventiva de
disfuncdo endotelial e acdo anti-hipertensiva.

Levando esses dados em consideragdo, a brailina j& apresentou atividade anti-
plaquetéria, inibidora de PDE4, anti-inflamatoria, antinociceptiva e imunomodulatéria. Em
adicdo, esteve presente em extratos caracterizados por apresentar atividade vasorelaxante,
hipotensora, preventiva de disfuncdo endotelial e acdo anti-hipertensiva. Adicionalmente, foi
descrita a auséncia de citotoxicidade de brailina em linhagens cancerigenas humanas
(SHOKOOHINIA et al., 2014). E importante ressaltar que a Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (2000, p. 217) classificou as cumarinas como grupo de compostos que ndo sao
classificados com acdo carcinogénica em humanos. Assim, esses dados contribuem para o
desenvolvimento de estudos farmacoldgicos utilizando a cumarina brailina.

Quanto a atividade de cumarinas na funcdo erétil, ja foi descrito que a cumarina ostol
apresenta efeito em tecido erétil de modelo experimental. Em 2000 foi publicado por Chen e
colaboradores um estudo que utiliza a cumarina ostol sobre a contratilidade de corpos
cavernosos de coelho e foi observado a acdo relaxante dependente da via NO-cGMP,
aumentando os niveis dos mensageiros secundarios CAMPc e/ou cGMP. Esse estudo é um
indicio de que cumarinas podem agir em tecido erétil de animais, promovendo a melhora da
fungdo erétil. Em concordancia, foi reportado um relato de caso sobre priaprismo durante
tratamento oral de acenocoumarol para tratar trombose (TOULOUPIDIS et al., 2004), essa
cumarina, assim como a varfarina é utilizada na clinica como anticoagulante. Assim, ja é
reportado que substancias com acao anticoagulante alterem a fungéo erétil.

Sendo assim, levando em consideracdo 0 conhecimento da literatura acerca das
atividades farmacoldgicas de cumarinas, inclusive da brailina citados acima, pode-se gerar a
hipdtese de que a brailina é capaz de relaxar a corpora cavernosa apresentando potencial

terapéutico para tratamento da disfuncgdo erétil associada a hipertenséo.



OBJETIVOS



35

3. OBJETIVOS

3.1. OBIJETIVO GERAL
Avaliar o efeito relaxante da cumarina brailina em corpora cavernosa e
consequentemente seu potencial terapéutico para o tratamento da disfuncao erétil associado a

hipertenséo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar o efeito da brailina na corpora cavernosa de ratos;

o Investigar a participacdo da via NO/sGC e AC/PKA no mecanismo de agdo

envolvido no relaxamento do corpo cavernoso induzido pela brailina;

o Avaliar a influéncia da brailina em contracdo e relaxamento induzidos por

neurotransmissores e doadores de 6xido nitrico;

o Avaliar o efeito da brailina em corpos cavernosos de animais hipertensos/com
disfuncéo erétil (SHR).



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Para todos os protocolos experimentais foram utilizados ratos (Rattus norvegicus)
adultos (11-15 semanas) da linhagem Wistar ou espontaneamente hipertensos (SHR). Os ratos
foram provenientes do Biotério do Laboratério de Neurociéncias, alocado no Instituto de
Ciéncias da Saude, na Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA). Os animais tiveram livre
acesso a agua filtrada e racdo padrdo, mantidos em ambiente refrigerado com temperatura
(22+2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h cada, luzes acessas as 6h e desligadas as
18h) controlados. Os ensaios experimentais foram conduzidos de acordo com o Guia Brasileiro
de Criacdo e Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal. A metodologia planejada esta
vinculada ao projeto aprovado & Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICS/UFBA,
numero do protocolo 130/2017.

4.2. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes substancias:
cloridrato de L(-) fenilefrina (FEN), norepinefrina (NE), cloridrato de acetilcolina (ACh),
nitroprussiato de sodio (NPS) solubilizados em agua destilada, N-omega-Nitro-L-arginina metil
ester hidrocloreto (L-NAME), 1H-(1,2,4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), KT5823,
SQ22536, KT5720, cloridrato de sildenafil (SIL), quando necessario, solubilizados em
Dimetilsulfoxido (DMSO) ou Cremophor EL, todas as substancias foram obtidas da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, Missouri, United States).

4.3. OBTENCAO E PREPARACAO DA BRAILINA

A cumarina brailina foi gentilmente cedida pelo prof. Dr. Eudes da Silva Velozo,
coordenador do Laboratério de Pesquisa em Matéria Médica (LAPEMM), situado na Faculdade
de Farmécia na Universidade Federal da Bahia. A brailina foi extraida, identificada e separada
com pureza de 98%, o processo de obtencéo foi descrito em Espirito-Santo e colaboradores em
2017. Para a preparacao das solucdes estoques, a brailina foi solubilizada em cremophor (numa
proporcdo de 2:1) e diluida em &gua destilada, de modo a serem obtidas as concentracfes
desejadas para cada protocolo experimental. O agente solubilizante na concentracédo utilizada

ndo apresentou atividade biol6gica em ensaios preliminares.
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4.4. SOLUCOES FISIOLOGICAS

Para a realizagdo dos ensaios foram utilizadas as solu¢des de Krebs-bicarbonato e
despolarizante de Tyrode com KCI 80mM. Para a preparacdo das soluces fisiologicas foram
utilizados os seguintes sais: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de célcio
di-hidratado (CaCl,.2H,0), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H.0), cloreto de
magnésio hexa-hidratado (MgCl..6H20), glicose (CeH120¢), bicarbonato de sodio (NaHCO3),
fosfato de sddio mono-hidratado (NaH2PO4.H20) e fosfato de potassio (KH2PO4), todas as
substéancias foram obtidas da VETEC Quimica Fina® (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

As tabelas 1 e 2 mostram as composicdes das solucGes utilizadas:

Tabela 1: Composicéo da solucdo Krebs-bicarbonato.

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 117
KCI 5,36
KH2PO4 1,03
NaHCO3 25
MgS0O4.7H20 0,57
Glicose 11,1
CaCl,.6H0 2,5

Fonte: (BAILEY; ONG, 1978)

Tabela 2: Composicéo de solucdo de Tyrode despolarizante KCI 80mM.

Substancia Concentragdo (mM)
NaCl 82,3
KCI 80,0
NaH2PO4 0,42
NaHCOs 10,0
MgCl> 1,05
Glicose 5,6
CaCl,.6H20 2,0

Fonte: Adaptado (TANAKA etal., 1999).
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4.5, PREPARAQAO DOS CORPOS CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATO

Para todos os protocolos experimentais foram utilizados os corpos cavernosos de ratos
da linhagem Wistar e SHR. Os ratos foram eutanasiados em cdmara de CO,. Em seguida o pénis
foi retirado na regido de insercdo da crura e colocado em solucéo resfriada (~14°C) de Krebs-
bicarbonato, cuja composicdo é detalhada na TABELA 1. Posteriormente foi realizada a
retirada de tecidos adjacentes aos corpos cavernosos, incluindo veia dorsal peniana e corpo
esponjoso envolvendo a uretra. Cada pénis € constituido de dois segmentos de corpos
cavernosos, os quais foram separados obtendo-se as tiras direita e esquerda seccionadas a 1cm
de comprimento cada.

Para o registro das contracfes isométricas, 0S segmentos de corpos cavernosos
devidamente segmentados foram mantidos em cubas de banho de 6rgéo isolado (AVS Projetos,
SP, Brasil) (FIGURA 5). Na cuba, os segmentos foram mantidos em 10 mL de solucéo de
Krebs-bicarbonato, a temperatura de 37°C, gaseificados em solugéo carbogénica (95% de O e
5% de CO,), para isso foram suspensos em hastes metélicas e conectados a um transdutor de
forca (AVS Projetos, SP, Brasil). A tenséo detectada no transdutor de forca foi amplificada
(Amplificador AECADO04HW, AVS Projetos, SP, Brasil) e registrada por sistema de aquisicdo
de dados (Software AQCAD) instalado no computador. A tensdo inicial de cada tecido foi
ajustada para 0,5 g no periodo de estabilizacdo por 60 min, no qual a cada 15 min foi realizada
a troca da solucdo de Krebs-bicarbonato, para prevenir a interferéncia de metabdlitos. Apds o
periodo de estabilizacdo foi realizado o teste de viabilidade, no qual a solucdo de Krebs-
bicarbonato foi trocada por uma solucgéo despolarizante de Tyrode KCI 80mM, cuja composi¢do
detalhada € apresentada na TABELA 2.

FIGURA 5. Banho para 6rgéo isolado utilizado para 0s experimentos com corpo cavernoso
de ratos.

Fonte: Autora.
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4.6. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
4.6.1. Avaliacao da viabilidade tecidual

A resposta contrétil do tecido foi mantida por 20 min, em seguida foi realizada a troca
por solugdo de Krebs-bicarbonato, quantas vezes necessario, para o retorno da tenséo basal,
apos 30 min, aproximadamente. Foram considerados viaveis os tecidos que alcancaram ao
menos 50 mg de contragdo com solugéo de Tyorde a KCI80mM. Apds o teste de viabilidade

foram realizados 0s ensaios experimentais posteriores.

4.6.2. Avaligdo do efeito relaxante de brailina

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar o efeito relaxante da brailina em segmentos
de corpos cavernosos isolados de ratos Wistar ou espontaneamente hipertensos (SHR). Apéds a
analise da viabilidade tecidual, realizou-se a adi¢do de concentragbes cumulativas da brailina
(10, 3x10°, 10* e 3x10“ M), com intervalos de 20 minutos para cada concentragdo, nos
segmentos de corpos cavernosos Viaveis, pré-contraidos com FEN 10°M. O esquema
representativo do protocolo experimental € mostrado na FIGURA 6. Como forma de excluir o
viés de que o agente solubilizante utilizado, cremophor 50% (m/m) seria responsavel pelo
relaxamento, foi comparado a tensdo isométrica obtida apds a incubacdo do veiculo da

concentracdo 10*M e o efeito relaxante observado quando na presenca de brailina.

BRA

Lavagem

Estabilizacdo :
Tensd
ensao (g) | } A

Tempo (min) KCl 80mM FEN 10°M

FIGURA 6. Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito
relaxante de brailina em tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina.
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4.6.3. Avaliacdo do efeito da brailina sobre o tonus basal

O objetivo desse protocolo foi avaliar se a brailina apresenta efeito sobre o tonus
muscular basal do tecido cavernoso. Para isso, a brailina foi adiciona em tiras de corpo
cavernoso de animais wistar, sobre o tdnus basal, ou seja, na tensdo de estabilizacdo. Apds o
teste de viabilidade com solucdo despolarizante de Tyrode com KCI 80mM como descrito
anteriormente, houve a troca de solucdo de Krebs-bicarbonato até as tiras atingirem o tonus
basal (em torno de 0,5g), depois de 30 minutos de estabilizacdo, foi realizada a adi¢do de
brailina 3x10° M e observado o seu efeito durante 30 min, com a finalidade de avaliar os efeitos
da brailina sobre o ténus muscular basal. A analise desse protocolo foi realizada a partir da
comparacao entre a tensdo isométrica de tiras de corpo cavernoso antes do periodo de incubacao
com a brailina e a tensdo isométrica ap6s o periodo de 30 min com brailina. O protocolo

experimental é mostrado na FIGURA 7.

4.6.4. Avaliacdo da influéncia de brailina na contracdo induzida por fenilefrina

Este experimento foi desenvolvido para avaliar se a brailina apresenta indicios de alterar
a maquinaria contratil. A analise desse protocolo teve como base a comparacao entre a segunda
contragdo por FEN 10°M em tiras sem a incubag&o com brailina e tiras que foram incubadas
por 30 min com brailina (protocolo anterior). Dessa forma, foi possivel analisar se a presenca
de brailina (3x10° M) influencia menor resposta contratil a FEN 10°M, como observado no
esquema da FIGURA 7.

Lavagem,

Estabilizacao :
Tensao (g) | } A

Tempo (min) KCl 80mM FEN 10°M FEN 10°M

FIGURA 7. Representacdo esquematica do protocolo experimental da avaliacdo da influéncia
da brailina no ténus basal e na habilidade contratil do corpo cavernoso isolado de rato.
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4.6.5. Avaliacdo do efeito relaxante de brailina em segmentos pré-contraidos por solugdo
despolarizante

Levando-se em consideracdo que a realizacdo dos ensaios citados anteriormente
demonstrou o efeito relaxante da brailina, foram realizados ensaios para esclarecer 0s
mecanismos pelos quais a brailina foi capaz de promover esses efeitos em tiras de corpo
cavernoso isolado. Entéo, foi realizado o protocolo de avaliacdo do efeito relaxante de brailina
em tiras de corpos cavernosos pré-contraidas por solucdo despolarizante com elevada
concentracdo de K*, a solucdo de Tyrode a KCI 80mM. Para isso, apés o periodo de
estabilizacdo inicial, 0 meio nutritivo de cada preparacéo foi trocado pela solucédo de Tyrode
com KCI 80 mM e a brailina foi adicionada cumulativamente as cubas nas concentracdes de
107, 3x10°°, 10* e 3x10* M, com intervalos de 20 minutos para cada concentragio. O protocolo
experimental é esquematizado na FIGURA 8. A anélise do protocolo foi realizada ao comparar
0 relaxamento induzido por brailina em tiras pré-contraidas por fenilefrina e por solucdo
despolarizante, a fim de avaliar se a elevada concentracdo de K* interfere no relaxamento

induzido por brailina.

BRA

Estabilizacao
Tensao (g) | 3

Tempo (min) KCl 80mM

FIGURA 8. Esquema representativo do protocolo experimental do efeito relaxante de brailina
em tiras de corpo cavernoso pré-contraidos com KCI 80mM.
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4.6.6. Avaliacdo do papel da via NOS/sGC/PKG no relaxamento induzido por brailina
O objetivo deste protocolo experimental foi avaliar a participacdo da via de sinalizagdo
que envolve a enzima 6xido nitrico sintase (NOS), ciclase de guanilil solavel (sGC) e a proteina
cinase G (PKG) no relaxamento induzido por brailina. Para isso, ap6s o periodo de estabilizacdo
e teste de viabilidade com solucdo de Tyrode com KCI 80mM, troca de solucdo por Krebs-
bicarbonato e retorno da tensdo da basal, foi seguido o protocolo. Em diferentes preparactes
foi adicionado nas cubas o inibidor da NOS, o N-omega-Nitro-L-arginina metil ester
hidrocloreto (L-NAME) 10*M (GUR et al., 2016), ou o inibidor da sGC, o 1H-
(1,2,4)oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) 10°M (YOUSIF; BENTER, 2007) ou 0
inibidor da PKG, 0 KT5823 a 10°M (PAUVERT et al., 2003), permanecendo com 0s mesmos
até o final do experimento. Passados 30 minutos da incubacdo com os inibidores, foi induzida
uma nova contragio tonica com FEN 10° M e, em seguida, uma curva concentragio-resposta
para a brailina foi obtida. A curva foi realizada com a adigio cumulativa de brailina (107, 3x10°
° 10* e 3x10* M), com intervalos de 20 minutos para cada concentracdo. A representacio
esquematica do protocolo € mostrada na FIGURA 9. A avaliacdo deste protocolo foi realizada
comparando o efeito relaxante de brailina em tiras pré-contraidas com fenilefrina na auséncia e

na presenca dos inibidores citados.

BRA
o |

L-NAME,

g€: ODQou

g  KT5823

Estabilizagdo E \
Tensdo (g)
|_ t t
Tempo (min) KCl 80mM FEN 10°M

FIGURA 9. Representacao esquematica do protocolo de avaliacdo da participacdo das enzimas
NOS, sGC e PKG no relaxamento promovido por brailina em tiras de corpos cavernosos de
ratos pré-contraidos com fenilefrina.
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4.6.7. Avaliacdo do papel da via AC/PKA no relaxamento induzido por brailina

Este protocolo experimental foi realizado no intuito de avaliar a participacdo da via de
sinalizacdo que envolve a enzima adenilato ciclase (AC) e a proteina cinase A (PKA) no
relaxamento induzido por brailina. Para isso, apos o periodo de estabilizagdo e teste de
viabilidade com solucdo de Tyrode com KCI 80mM, troca de solucéo por Krebs-bicarbonato e
retorno da tensdo da basal, foi seguido o protocolo. Em diferentes preparagdes foi adicionado
nas cubas o inibidor da AC, 0 SQ22536 10°M (DE OLIVEIRA et al., 2019), ou o inibidor da
PKA, o KT5720 10°M (ANDRE et al., 2003), permanecendo com estes até o final do
experimento. Passados 30 minutos da incubagcdo com os inibidores, foi induzida uma nova
contragdo ténica com FEN 10° M e, em seguida, uma curva concentragio-resposta para a
brailina foi obtida. A curva foi realizada com a adi¢do cumulativa de brailina (107°, 3x10°, 10°
4 e 3x10* M), com intervalos de 20 minutos para cada concentragdo. A representacio
esquematica do protocolo é mostrada na FIGURA 10. De maneira similar ao protocolo citado
anteriormente, a avaliacdo deste protocolo foi realizada comparando o efeito relaxante de
brailina em tiras pré-contraidas com fenilefrina na auséncia e na presenca dos inibidores citados,

a fim de verificar se a inibicdo dessas enzimas modifica o efeito relaxante de brailina.

BRA
—

$Q22536
£: ou

gni KT5720
Estabiliza¢do E \j

Tensdo (g)
|_ t t
Tempo (min) KCl 80mM FEN 10°M

FIGURA 10. Esquema representativo do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
relaxante de brailina em tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina.
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4.6.8. Comparacdo entre o efeito relaxante de inibidor de fosfodiesterase e o efeito
induzido por brailina

Este protocolo foi desenvolvido para comparar o efeito relaxante induzido por inibidor
de fosfodiesterase com potencial efeito relaxante da brailina em segmentos de corpos
cavernosos isolados de ratos. Para alcancar esse objetivo foi utilizado o citrato de sildenafil que
é um inibidor da fosfodiesterase tipo 5, e observado seu efeito relaxante. Apos a estabilizacdo,
a solucdo de Krebs-bicarbonato foi trocada por uma solucdo de Tyrode com KCI 80mM até
alcancar o platd da resposta contrétil, posteriormente, as prepara¢des foram submetidas a uma
nova estabilizacdo, no qual a solucdo de Krebs-bicarbonato foi trocada até que a tensdo da tira
retornasse aos valores basais com tensdo de repouso (0,5g). Em seguida foi realizada a
contragdo com FEN 10°M e depois de 15-20min, realizou-se a adicdo de concentragdes
cumulativas do sildenafil (107, 10, 10° e 10*M)(BASSIOUNI et al., 2019), alcancando a
estabilizagcdo com intervalos de 20 minutos para cada concentragdo. O esquema representativo
do protocolo experimental € mostrado na FIGURA 11. Apoés a observacdo do efeito relaxante
de sildenafil, houve a comparacdo do efeito induzido por sildenafil e brailina quando testados

na mesma COﬂCEﬂtI’&QéO.

SIL
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Tempo (min) KCl 8S0mM FEN 10°M

FIGURA 11. Esquema representativo do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
relaxante de brailina em tiras de corpo cavernoso de ratos pré-contraidos com fenilefrina.
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4.6.9. Avaliacéo da influéncia de brailina no relaxamento promovido por doador de
oxido nitrico

O objetivo deste protocolo foi avaliar se brailina seria capaz de influenciar o
relaxamento induzido por ativador da via NO/GMPc/PKG. Entéo foi verificado a influéncia de
brailina (3x10™ M) no relaxamento promovido por doador de dxido nitrico, o nitroprussiato de
sodio (NPS). Apos o periodo de estabilizacdo, a solugdo de Krebs-bicarbonato foi trocada por
uma solucdo de Tyrode com KCI 80mM até alcancar o platd da resposta contratil,
posteriormente, as prepara¢fes foram submetidas a uma nova estabiliza¢do, no qual a solucéo
de Krebs-bicarbonato foi trocada até que a tens@o da tira retornasse aos valores basais com
tensdo de repouso (0,59). Posteriormente foi realizada a verificagdo da resposta contratil a FEN
10°M como descrito anteriormente, seguidamente, em diferentes preparacdes algumas tiras
foram incubadas com brailina (3x10° M) enquanto outras tiras ndo. Passados os 30min de
incubagdo foi induzida uma segunda contragdo de FEN 10°M por 15 a 20 minutos e adicionadas
as concentracdes cumulativas do NPS (107*° — 10*M) (SALAHDEEN et al., 2015)a cuba. Como
medida de diminui¢do do nimero de animais utilizados na experimentacéo, as tiras de corpos
cavernosos utilizadas para esse protocolo sdo continuacdo do esquema mostrado na FIGURA

12 sem prejuizo sobre a avaliacdo do efeito relaxante.

@

| Estabilizaca
Tensio (g) stabilizacdo ) 1‘

Tempo (min) KCl 80mMm FEN 10°M FEN 10°M

FIGURA 12. Representacdo esquematica do protocolo de avaliacdo da acdo de brailina na
tensdo basal de tiras de corpos cavernosos, na contragcdo induzida por fenilefrina, bem como
sua participacdo no relaxamento promovido por NPS em tiras de corpos cavernosos de ratos.
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4.6.10. Avaliacéo da influéncia de brailina na contragdo induzida por norepinefrina

O objetivo deste protocolo foi avaliar se brailina seria capaz de influenciar a contracdo
induzida por neurotransmissor da via simpatica, a norepinefrina (NE). Ap6s o periodo de
estabilizacdo, a solucdo de Krebs-bicarbonato foi trocada por uma solucéo de Tyrode com KCl
80mM até alcancar o platd da resposta contratil, posteriormente, as preparaces foram
submetidas & uma nova estabilizagdo, no qual a solucdo de Krebs-bicarbonato foi trocada até
que a tensdo da tira retornasse aos valores basais com tensao de repouso (0,5g). Posteriormente
foi realizada a verificagdo da resposta contratil a FEN 10°M como descrito anteriormente,
seguidamente, em diferentes preparaces algumas tiras foram incubadas com brailina (3x107°
M) enquanto outras tiras ndo. Passados os 30min de incubacao foi adicionado cumulativamente
NE (10° - 10*M)(BECKER et al., 2001; OGER et al., 2009). Foi realizada a comparagao entre
a contracdo induzida por NE em tiras expostas e ndo expostas a brailina. A representagédo
esquematica do protocolo € mostrada na FIGURA 13.

4.6.11. Avaliacéo da influéncia de brailina no relaxamento induzido por acetilcolina

O objetivo deste protocolo foi avaliar se brailina seria capaz de influenciar o
relaxamento induzido por neurotransmissor da via colinérgica, a acetilcolina (ACH). Para este
protocolo experimental as tiras de corpo cavernoso foi incubadas com brailina (3x10° M) por
30min. Posteriormente as tiras foram contraidas com NE (101° — 10*M) e ap6s o periodo de
20 a 30 min, foi adicionado cumulativamente ACh (10" — 10“*M) (SALAHDEEN et al., 2015).
Foi realizada a comparacdo entre o relaxamento promovido por ACh em tiras expostas e ndo
expostas a brailina. A representagdo esquematica do protocolo é mostrada na FIGURA 13.
Como medida de diminuicdo do numero de animais utilizados na experimentacéo, as tiras de
corpos cavernosos utilizadas para esse protocolo sdo continuacdo do protocolo citado acima,

sem prejuizo sobre a avaliacdo do efeito relaxante.

NE ACh

@

| Estabilizaga :
Tensio (g] stabilizacdo ] : )

Tempo (min) KCl 80mM FEN 10°M

FIGURA 13. Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo da influéncia
de brailina na contracdo induzida por NE e no relaxamento induzido por ACh.
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

O calculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando o programa OpenEpi versédo 3
(Massachusetts Institute of Technology, EUA). O tamanho da amostra para comparar duas
médias foi igual a 5 amostras por grupo, tendo como base o poder do estudo de 95% e intervalo
de confianca de 95%.

Os dados obtidos das medigdes experimentais (tensdo em gramas) foram expressos em
percentagem de relaxamento, considerando que o valor da contracdo induzida por fenilefrina
(10uM) representa 0% de relaxamento. Em seguida foi gerado grafico de barras através do
programa GraphPad Prism® (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) representando 0s
grupos em funcéo da percentagem de relaxamento. Os resultados foram expressos como médias
* erro padrdo da média (e.p.m.) de cada grupo experimental. A analise estatistica para comparar
0S grupos experimentais de animais Wistar e/ou SHR foi feita utilizando teste t de Student
pareado ou ndo pareado, quando apropriado. Quanto a inferéncia estatistica dos resultados

obtidos, foram considerados significantes valores de P < 0,05.



RESULTADOS
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5. RESULTADOS
5.1. BRAILINA INDUZ EFEITO RELAXANTE EM TIRAS DE CORPOS
CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATOS WISTAR

A cumarina brailina teve seu efeito investigado e foi possivel observar que a brailina
induz efeito relaxante em corpo cavernoso isolado de rato. Foi verificada a resposta relaxante
do corpo cavernoso induzida por brailina em tiras pré-contraidas por ligante de receptor al-
adrenérgico. Foi verificado que o veiculo utilizado ndo é responsavel pelo efeito relaxante
observado (Egrai0-4m= 92,9% 9,4; Eveicuo10-am= 17,4%8,1) (FIGURA 14). Adicionalmente, foi
verificado que a brailina (10°, 3x10®°, 10* e 3x10* M) é capaz de induzir relaxamento
importante em corpo cavernoso isolado de rato wistar de maneira concentragdo-dependente
(E3x10-4m= 115,1% + 8,7; n=5) (FIGURA 15).
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FIGURA 14. Veiculo ndo é responsavel pelo efeito relaxante observado da brailina.
Grafico de barras mostrando que o veiculo ndo é responsavel pelo efeito relaxante induzido por
brailina 10*M. Os valores representam média +e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo
como referencial a contragido com FEN 10°M considerada a 0% de relaxamento. Foi realizado
teste t de Student ndo-pareado para comparar o grupo veiculo e brailina, ***p<0,001. Todos 0s
grupos, n=>5.
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FIGURA 15. Efeito relaxante da cumarina brailina em tiras de corpos cavernosos isolados
de ratos wistar. Em A, registro original mostrando o efeito relaxante de brailina adicionada
cumulativamente (107°, 3x10°, 10 e 3x10* M) em tira de corpo cavernoso isolado de rato
wistar, pré-contraido por FEN 10°M. Em B, grafico de barras mostrando o efeito relaxante
concentracdo-dependente de brailina adicionadas cumulativamente as preparagdes em banho
de 6rgdos (n=5). Os valores representam média xe.p.m. do percentual de relaxamento, tendo
como referencial a contragdo com FEN 10°M considerada 0% de relaxamento. Foi realizado
teste t de Student pareado para comparar o efeito das concentrac¢des de brailina, * p<0,05.
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5.2. BRAILINA NAO ALTERA O TONUS MUSCULAR BASAL DE CORPOS
CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATOS WISTAR
Na
FIGURA 16 ¢ mostrado que a brailina na concentracéo de 3x10°M n&o apresenta efeito
significante sobre a tensdo basal do tecido. As médias da tensdo basal foi de 0,058 +0,025 g na
auséncia de brailina, enquanto apos o periodo de incubacdo a tensdo foi 0,056+0,025 g.
Indicando que a brailina nessa concentracdo precisa de um estimulo contratil prévio para

desencadear uma resposta relaxante do corpo cavernoso.
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FIGURA 16. A cumarina brailina ndo altera o tobnus muscular basal dos corpos
cavernosos isolados de ratos wistar. Grafico de barras mostrando a brailina (3x10°M)
adicionada na tensdo basal das preparacdes teciduais em banho de érgdos. Os valores estdo
expressos como média +e.p.m. da tensdo basal antes (em branco) e depois de 30min incubado
com brailina 3x10°M (em preto). O teste realizado foi teste t de Student pareado, p<0,05 (todos
0s grupos, n=5). Ndo foi observada diferenca significante entre os grupos.
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5.3. BRAILINA NAO ALTERA A HABILIDADE CONTRATIL DE CORPOS
CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATOS WISTAR

Foi avaliado a habilidade contrétil tecidual apds o tratamento com brailina. De acordo
com o protocolo delineado (4.6.4.), foi investigado a contratilidade tecidual dos corpos
cavernosos em tiras sem a incubacgdo com brailina e tiras que incubadas por 30 min. Como pode
ser observado na FIGURA 17, a brailina na concentracdo de 3x10°M, parece ndo afetar o

estimulo contratil promovido por FEN 10°M.
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FIGURA 17. Brailina nédo altera a capacidade contratil de corpos cavernosos de ratos
wistar. Grafico de barras mostrando a contragdo de tiras de corpos cavernosos por FEN 10°M
em tiras expostas e ndo expostas a brailina 3x10°M. O teste realizado foi teste t de Student n&o-
pareado, p<0,05 (todos os grupos, n=4). N&o foi observada diferenca significante entre as
contragdes induzidas por agonista FEN na presenca ou auséncia de brailina 3x10°M.
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5.4. BRAILINA PROMOVE RELAXAMENTO EM CORPOS CAVERNOSOS
CONTRAIDOS POR SOLUCAO DESPOLARIZANTE KCL 80mM

Foi avaliado se a brailina tem a capacidade de induzir relaxamento em tiras de corpos
cavernosos pré-contraidas com solucéo despolarizante. Como observado na FIGURA 18, o
efeito relaxante de brailina nas concentracdes testadas foi similar tanto em tecidos pré-
contraidos por FEN (Esxi0-4am= 115,1+8,7; n=5) quanto por solucdo despolarizante com alta

concentracdo de K* (Esxi0-am= 117,2 £5,0; n=5).
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FIGURA 18. Efeito relaxante de brailina em tiras de corpos cavernosos isolados de ratos
wistar, pré-contraidas com KCI 80mM. Gréafico de barras mostrando o efeito relaxante das
concentracdes cumulativas de brailina (10°, 3x10°, 10 e 3x10™* M) adicionadas as preparagdes
em banho de 6rgdos. Os valores representam média e.p.m. do percentual de relaxamento,
tendo como referencial a estabilizacdo da contracdo considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, p<0,05 (todos os grupos, n=5). N&o foi observada
diferenca significante entre o relaxamento de cada concentragdo de brailina entre os grupos.
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5.5. PARTICIPACAO DA VIA NOS/SGC/PKG NO RELAXAMENTO PROMOVIDO
POR BRAILINA
55.1. O relaxamento induzido por brailina depende em parte da NOS

No intuito de avaliar se o relaxamento promovido por brailina é influenciado pela
atividade da enzima éxido nitrico sintase (NOS), foi realizado o protocolo com o inibidor da
NOS (L-NAME 10*M). Na FIGURA 19 é mostrado que na presenca de L-NAME houve
diminuic&o significante do efeito relaxante de brailina na concentragdo de 3x10°M (na auséncia
de L-NAME: Eszxiosm= 59,317,5; n=5; na presenca de L-NAME: Ezxiosm= 38,2+4,0; n=5).
Sugerindo que pelo menos em parte, o relaxamento induzido por brailina envolve a participacdo

da enzima NOS.
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FIGURA 19. Participagdo da NOS no efeito relaxante de brailina em corpora cavernosa
de rato. Grafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentracdes cumulativas de
brailina (10°, 3x10°, 10* e 3x10* M) adicionadas as preparacdes em banho de érgdos. Os
valores representam média xe.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacdo da contragdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, *p<0,05 (todos os grupos, n=5). Foi observada
diferenca significante entre o relaxamento na concentragdo de brailina 3x10°M entre 0s grupos.
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5.5.2.0 relaxamento promovido por brailina depende da participacédo da sGC

Foi avaliado se o relaxamento induzido por brailina é influenciado pela atividade da
enzima ciclase de guanilil solivel (sGC). Como observado na FIGURA 20, o relaxamento da
brailina foi reduzido em todas as concentracgdes testadas quando a sGC estava inibida, ex. Esxio-
am= 115,148,7; n=5; na presenca de ODQ Esxi0-am= 84,9+7,5; n=5. Entéo, o resultado sugere

que a atividade da sGC é importante para o relaxamento promovido por brailina.
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FIGURA 20. Participacdo da sGC no efeito relaxante da brailina em corpora cavernosa
isolada de rato. Gréafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentragcdes cumulativas
de brailina (10°®, 3x10°, 10 e 3x10* M) adicionadas as preparacdes em banho de 6rgdos. Os
valores representam media xe.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacdo da contragdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, *p<0,05, **p<0,01 (todos os grupos, n=5). Foi
observada diferenca significante do relaxamento de todas as concentracgdes testadas de brailina
entre 0s grupos.
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5.5.3. O relaxamento promovido por brailina ndo é afetado pela inibicdo da PKG
Foi verificado se o relaxamento induzido por brailina é influenciado pela atividade da
proteina cinase G (PKG). Como observado na FIGURA 21 ndo houve diferenca entre os
grupos, Eaxio-am= 115,148,7; n=5; na presenca de KT5823: Eaxi0-am= 103,2+2,0; n=5. Dessa

forma, o relaxamento induzido por brailina parece ndo ser afetado pela inibicdo da PKG.
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FIGURA 21. PKG néo participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora
cavernosa. Gréafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentra¢des cumulativas de
brailina (107°, 3x10°, 10* e 3x10* M) adicionadas as preparacdes em banho de 6rgéos. Os
valores representam média £ e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacdo da contracdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, (todos os grupos, n=5). N&o houve diferenca entre
0S grupos.



58

5.6. A VIA AC/PKA NAO PARTICIPA DO RELAXAMENTO PROMOVIDO POR
BRAILINA
5.6.1. O relaxamento promovido por brailina ndo depende da AC
Foi verificado se o relaxamento induzido por brailina é influenciado pela atividade da
enzima adenilato ciclase (AC). Como observado na FIGURA 22 ndo houve diferenca entre os
grupos, exceto na menor concentracdo, Eiosm= 25,4+3,6; n=5; na presenca de SQ22536: E1o.
sm= 37,6+2,8; n=5. Dessa forma, o relaxamento induzido por brailina parece ser afetado em

parte pela inibicdo da AC.
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FIGURA 22. AC nao participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora
cavernosa. Gréafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentra¢des cumulativas de
brailina (107°, 3x10°, 10* e 3x10“ M) adicionadas as preparagdes em banho de 6rgdos. Os
valores representam média £ e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacdo da contragdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, (todos os grupos, n=5). Foi observada diferenga
significante entre o relaxamento na concentragio de brailina 3x10°M entre 0s grupos.
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5.6.2. O relaxamento promovido por brailina ndo é afetado pela inibicdo da PKA
Foi verificado se o relaxamento induzido por brailina é influenciado pela atividade da
proteina cinase A (PKA). Como observado na FIGURA 23 ndo houve diferenca entre os
grupos, Eaxio-am= 115,148,7; n=5; na presenca de KT5720: Eaxi0-am= 114,7£3,9; n=5. Dessa

forma, o relaxamento induzido por brailina parece ndo ser afetado pela inibi¢do da PKA.
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FIGURA 23. PKA néo participa do efeito relaxante induzido por brailina em corpora
cavernosa. Grafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentracdes cumulativas de
brailina (107°, 3x10°, 10* e 3x10* M) adicionadas as preparacdes em banho de 6rgéos. Os
valores representam média + e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacdo da contracdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado, (todos os grupos, n=5). N&o houve diferenca entre
0S grupos.
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5.7. COMPARAC}AO DO EFEITO RELAXANTE INDUZIDO POR SILDENAFIL E
BRAILINA

Foi comparado se o efeito relaxante induzido por brailina é similar ao promovido por
inibidor de fosfodiesterase. De maneira interessante, o perfil de relaxamento induzido por
sildenafil foi visualmente similar ao induzido por brailina, uma vez que ambos alcancam a
estabilizacdo de tensdo para cada concentragdo em aproximadamente 20min. Ao comparar 0
efeito dessas substancias foi verificado que o sildenafil apresentou maior efeito relaxante na
concentracdo de 10°M (BRA: Eigsm= 25,4%3,6; n=5; SIL: E1o.sm= 73,2+5,7; n=5). Porém, na
concentracdo de 10™*M a brailina apresentou efeito relaxante similar ao sildenafil (BRA: Eio-
am=92,919,4; n=5; SIL: E10-am= 99,6£3,1; n=5) (FIGURA 24). Foi verificado o efeito relaxante
induzido por citrato de sildenafil, um inibidor de fosfodiesterase tipo-5, em tiras de corpos
cavernosos (FIGURA 25).
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FIGURA 24. Comparacao do efeito relaxante de sildenafil e brailina. Grafico de barras
mostrando o efeito relaxante de sildenafil e brailina adicionadas as preparacdes em banho de
0rgdos. Os valores representam média +e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como
referencial a contragio com FEN 10°M considerada 0% de relaxamento. O teste realizado foi
teste t de Student ndo-pareado, ***p<0,001 (todos os grupos, n=5). Foi observada diferenca
significante entre os relaxamentos na concentracio de 10°M entre 0s grupos.



61

Sildenafil —— —

107M
-6
+ 10°M 10°Mm

sl

10 min FeN10°M

1504

[EEN
N
T

=
o
2

% Relaxamento
\I
(@3]
L

1
504
1
254
0
-7 -6

log [Sildenafil] M

FIGURA 25. Verificacdo do efeito relaxante de sildenafil em corpo cavernoso de rato
wistar. Em A, registro original mostrando o efeito relaxante de sildenafil adicionado
cumulativamente (1077, 108, 10° e 10 M) em tira de corpo cavernoso isolado de rato Wistar,
pré-contraido por FEN 10°M. Em B, grafico de barras mostrando o efeito relaxante das
concentragcdes cumulativas de sildenafil adicionadas as preparacées em banho de 6rgaos (n=5).
Os valores representam média +e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
contragio com FEN 10°M considerada 0% de relaxamento.
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5.8. BRAILINA NAO ALTERA A CONTRAQAO INDUZIDA POR NOREPINEFRINA
Foi avaliado se brailina é capaz de modificar a resposta contratil de um neurotransmissor
da via simpética, a norepinefrina (NE) (FIGURA 26). Para isso, foi realizada a adicéo
cumulativa de NE (1072 a 10*M) em tiras de corpos cavernosos incubadas com brailina, e em
tiras ndo expostas a brailina (3x10°M). N4o foi observado diferenca na contragdo induzida por
NE entre as tiras incubadas ou ndo com brailina. Indicando que brailina parece ndo interferir na

resposta contréatil do tecido frente a estimulacdo da via simpatica.
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FIGURA 26. Contragdo induzida por NE ndo é influenciada por brailina. Curva
concentragio-resposta mostrando que brailina 3x10°M n&o influencia o efeito contraturante de
NE (10 a 10*M) em preparaces de corpos cavernosos em banho de 6rgdos. Os valores
representam média + e.p.m. do percentual de contragdo, tendo como referencial a estabilizacéo
da contracdo induzida por KCI80 mM. O teste realizado foi teste t de Student ndo-pareado para
comparar o efeito de cada concentracdo de NE na presenca e auséncia de brailina (todos os
grupos, n=5). Nao foi observada diferenca significante entre a contracdo de nenhuma
concentragdo testada de NE entre 0s grupos.
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5.9. BRAILINANAO ALTERA O RELAXAMENTO INDUZIDO POR ACETILCOLINA

Foi avaliado se brailina é capaz de modificar a resposta relaxante de um
neurotransmissor da via colinérgica, a acetilcolina (ACh) (FIGURA 27). Para isso, foi realizada
a adicdo cumulativa de ACh (10 a 10*M) em tiras de corpos cavernosos pré-contraidos com
NE, incubadas ou ndo com brailina (3x10°M). N4o foi observado diferenca no relaxamento
induzido por ACh entre as tiras incubadas ou ndo com brailina. Indicando que brailina parece

ndo interferir na resposta relaxante do tecido frente a estimulagéo da via colinérgica.
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FIGURA 27. Relaxamento induzido por ACh néo ¢ influenciado por brailina. Curva
concentracio-resposta mostrando que brailina 3x10°M n&o influencia o efeito relaxante de
ACh (101° a 10*M) em preparacdes de corpos cavernosos pré-contraidos com NE em banho
de drgdos. Os valores representam média + e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como
referencial a estabilizagdo da contragdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de
relaxamento. O teste realizado foi teste t de Student ndo-pareado para comparar o efeito de cada
concentragdo de ACh na presenca e auséncia de brailina (todos os grupos, n=5). Nao foi
observada diferenca significante entre o relaxamento de nenhuma concentracao testada de ACh
entre 0s grupos.
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5.10. BRAILINA POTENCIALIZA O EFEITO RELAXANTE DE DOADOR DE OXIDO
NITRICO

Foi avaliado se a brailina influencia o relaxamento promovido por agente doador de
oxido nitrico. Foram utilizados um composto classicamente utilizado e reconhecido como
doador de oxido nitrico, o nitroprussiato de sodio (NPS). Como mostrado na FIGURA 28, o
relaxamento induzido por NPS foi aumentado na presenca de brailina, ex. NPS: Ejp.am=
61,7£7,6, n=5; na presenca de brailina: E1o.am= 89,8+9,0; n=5. Sugerindo que a brailina pode

potencializar o efeito relaxante de doador de 6xido nitrico.
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FIGURA 28. Brailina potencializa o relaxamento promovido por doador de éxido nitrico.
Gréfico de barras mostrando a influéncia de brailina 3x10°M no efeito relaxante promovido
por NPS (107° a 10*M em preparacdes de corpos cavernosos em banho de 6rgios. Os valores
representam média + e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizacio da contragdo induzida por FEN 10°M, considerada a 0% de relaxamento. O teste
realizado foi teste t de Student ndo-pareado para comparar o efeito de cada concentracdo de
NPS na presenca e auséncia de brailina, *p<0,05, (todos os grupos, n=5). Foi observada
diferenca significante entre o relaxamento de todas as concentragdes testadas de NPS entre os
grupos.
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5.11. BRAILINA INDUZ EFEITO RELAXANTE EM TIRAS DE CORPOS
CAVERNOSOS ISOLADOS DE RATOS SHR

Tendo em vista que a brailina apresenta efeito relaxante em corpo cavernoso de animais
Wistar, foi avaliado se a brailina também induz relaxamento em corpo cavernoso isolado de
animais SHR. Como observado na FIGURA 29, a brailina foi capaz de relaxar o corpo
cavernoso de animais SHR de maneira similar ao dos animais Wistar, exceto na menor
concentrago utilizada (10°M) (Wistar: Eiosm= 25,4+3,6; n=5; SHR: E1o-sm= 16,0+1,4; n=6).
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FIGURA 29. Efeito relaxante da cumarina brailina em tiras de corpos cavernosos isolados
de ratos SHR. Grafico de barras mostrando o efeito relaxante das concentragdes cumulativas
de brailina (10, 3x107°, 10* e 3x10* M) adicionadas as preparacdes em banho de 6rgdos. Os
valores representam média +e.p.m. do percentual de relaxamento, tendo como referencial a
estabilizagdo da contracdo considerada a 0% de relaxamento. O teste realizado foi teste t de
Student néo-pareado, *p<0,05 (Wistar n=5 e SHR n=6). Ndo foi observada diferenca
significante entre o relaxamento de cada concentracdo de brailina entre os animais
espontaneamente hipertensos e o controle, exceto na concentragdo de 10°M.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a fornecer evidéncias experimentais do efeito da brailina
em corpo cavernoso isolado de rato Wistar e SHR. De maneira especifica, mostrou a
participacdo da via NO/sGC para 0 seu relaxamento e que a pré-incubagdo com brailina
potencializou o efeito relaxante de doador de Oxido nitrico. Dessa forma, os resultados
observados nesta pesquisa fornecem indicios pré-clinicos do potencial terapéutico da brailina
para o tratamento da disfuncdo erétil.

A brailina é uma piranocumarina com poucas evidéncias cientificas sobre seu potencial
farmacoldgico. Apesar de ter sido identificada em diversos estudos de avaliacdo de atividade
biolégica de extratos (MINGORANCE; ANDRIANTSITOHAINA; ALVAREZ DE
SOTOMAYOR, 2008; RAKOTOARISON et al., 2003; RALAY RANAIVO et al., 2004),
poucos séo os estudos que avaliam essa substancia isoladamente. Dentre estes estudos podemos
destacar o primeiro, publicado em 1998, que observou efeito inibidor de agregacéo plaquetaria
da brailina isolada (TSAI et al., 1998). De maneira interessante, em 2014 foi publicado um
estudo que descreveu o potencial efeito inibidor de PDE4 da brailina (LIN et al., 2014).
Curiosamente, esses estudos corroboram um com outro, visto que as PDE sdo enzimas que
participam da cascata de sinalizacdo de agregacdo plaquetéria.

A atividade plaguetaria pode ser influenciada por diversos fatores sejam eles ativadores
de agregacao, tais como 0 ADP, ou inibidores da formacéo de agregados plaquetarios, tais como
NO (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1990). E importante ressaltar que 0s mensageiros
secundarios cCAMP/cGMP sdo mediadores importantes para o efeito antiagregante. Dessa
forma, inibidores de PDE também podem apresentar efeito sobre a cascata de sinalizagdo de
agregacdo plaquetaria. O sildenafil, inibidor de PDE-5 utilizado para o tratamento da disfuncéo
erétil, parece ndo modificar a agregacdo plaquetaria, porém melhora o efeito inibidor induzido
por NO (WALLIS et al., 1999). Dessa forma, possivelmente a brailina pode apresentar outro
mecanismo de acdo que ndo somente o inibidor de PDE4, essa enzima que é expressa em
diversos tecidos, e pode atuar na regulagdo do tonus de corpos cavernosos(BIVALACQUA et
al., 1999). De maneira interessante, as plaquetas ndo estdo envolvidas somente no processo de
coagulacdo sanguinea, mas também como mediadores inflamatorios (YUN et al., 2016).

A inflamacdo é um fator comum para a formacdo de placas aterosclerdticas, doencas
cardiovasculares, hipertenséo e disfuncéo erétil. O processo crénico inflamatorio em vasos
sanguineos, remodelamento da parede vascular, inducdo de disfuncéo endotelial com aumento

do estresse oxidativo, sdo descritas por condi¢des clinicas, tais como a hipertensdo
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(SCHIFFRIN, 2012). Sendo assim, compostos com acao anti-inflamatoria podem ser estratégia
interessante para tratamento de desordens tais como hipertensdo ou disfuncdo erétil.

Em 2017, foi descrito que a brailina apresenta atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e imunomodulatéria (ESPIRITO-SANTO et al., 2017). Levando esses efeitos
em consideracdo, esse estudo indica que a brailina também pode apresentar atividade
farmacoldgica em desordens que envolvem processos inflamatorios. Dessa forma, o efeito
antiagregante plaquetario, inibidor de PDE4 e anti-inflamatdrio da brailina contribuem para a
avaliacdo dos seus efeitos na vasculatura, bem como poderiam ser um indicio de efeito benéfico
sobre condicOes de base inflamatoria como a hipertenséo.

Tendo em vista esse potencial da brailina em atuar sobre o sistema cardiovascular, nosso
grupo de pesquisa avaliou o efeito de brailina em artérias isoladas de ratos wistar, montadas em
banho de ¢rgdos. Foi observado que a brailina induz efeito vasodilatador em artérias
mesentérica e iliaca, com preferéncia diferente das vias de CAMP ou cGMP (dados em processo
de submissdo). A artéria mesentérica superior € um importante leito vascular que irriga a regiao
mesentérica (ROSENBLUM; BOYLE; SCHWARTZ, 1997), no qual a brailina parece ter
preferéncia pela via cCAMP. Enquanto que nas artérias iliacas, que sdo responsaveis pela
irrigacdo da parte inferior do corpo e sua ramificacdo define as artérias pudendais (BILHIM et
al., 2011), a brailina parece ter preferéncia de relaxamento pela via cGMP. Esses resultados
sugerem entdo, que a brailina pode ter outros mecanismos de a¢ao que ndo somente a inibicdo
de PDE4, uma vez que a PDE4 é especifica em linearizar cCAMP e assim afetar a via AC/PKA
(HOUSLAY; ADAMS, 2003).

Levando em consideracdo os dados obtidos na literatura citados acima, o presente
trabalho teve como hipdtese que a brailina é capaz de atuar sobre a musculatura lisa da corpora
cavernosa favorecendo sua funcdo erétil, com potencial terapéutico para tratamento da
disfuncéo erétil associada a hipertenséo.

Os corpos cavernosos Sao as principais estruturas responsaveis pelo aumento do
tamanho e rigidez do pénis na ere¢do. Formado por trabéculas de musculatura lisa, envolto por
tecido fibroso, € uma estrutura complexa que apresenta varias artérias e veias adjacentes, bem
como diferentes inervagdes (ANDERSSON; WAGNER, 1995). Dado estimulo erétil ocorre
vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo, relaxamento das trabéculas do corpo cavernoso,
maior preenchimento de sangue nos sinusoides promovendo a veno-oclusdo e consequente
aprisionamento de sangue no pénis (FERNANDES; SOUZA; CARTAFINA, 2018). Tendo em
vista a fisiologia da ere¢éo, 0s processos de vasodilatacéo e relaxamento da musculatura lisa do

corpo cavernoso sdo eventos fundamentais para a funcao erétil. Sabendo-se que a brailina ja
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apresenta efeito vasodilatador, dessa forma, estudamos o efeito da cumarina brailina em induzir
relaxamento da corpora cavernosa a fim de avaliar o potencial terapéutico da brailina para tratar
disfuncéo erétil.

Para alcangar esse objetivo, foram realizados ensaios de contratilidade tecidual por meio
da medicéo de tensdo isométrica dos corpos cavernosos montados em banho de 6rgaos. No qual
foi evidenciado o efeito relaxante da cumarina brailina nos corpos cavernosos isolados de ratos.

Com o intuito de avaliar se a brailina relaxa o tecido apenas quando este estiver pre-
contraido ou se é capaz de modificar o tdnus muscular basal, foi realizado a incubagdo com a
brailina no tecido nédo contraido. Foi observado que a brailina ndo altera o ténus basal do tecido,
sendo assim, precisa da estimulagdo contratil prévia tecidual para promover efeito relaxante. O
fato da brailina precisar que o tecido esteja previamente contraido pode ser interessante para a
promocao da erecdo, afinal no estado flacido o pénis é regulado pela via simpatica (GIULIANO
et al., 1993), e casos de disfuncdo erétil associado a hipertensdo apresentam ténus simpético
aumentado (SILVA et al., 2016), o que favoreceria as acdes de brailina.

Porém, houve a preocupagéo se a brailina estaria promovendo efeito danoso ao tecido
ao invés de efeito relaxante. Ja foi descrito que a brailina apresenta efeito inibidor da viabilidade
celular in vitro de macréfagos ativados na concentracdo de 80puM (8x10°M) (ESPIRITO-
SANTO et al., 2017). Adicionalmente, outro estudo realizou ensaio de citotoxicidade em
células cancerosas e verificou que a brailina ndo apresentou efeito toxico, com ICso > 300uM
(3x10*M) (SHOKOOHINIA et al., 2014). Levando esses dados em conjunto, ¢ interessante
realizar um ensaio de citotoxicidade em células musculares lisas isoladas de corpo cavernoso e
artérias a fim de verificar se a brailina pode causar algum efeito nocivo a célula isolada. Esta
foi uma limitacdo do nosso trabalho que néo foi possivel isolar células musculares lisas de corpo
cavernoso e realizar tal avaliacdo. Estudos adicionais deverdo ser realizados com este propdsito.
Porém, em ensaios com corpo cavernoso isolado, foi observado a habilidade contratil tecidual
a agonista ol-adrenérgico (fenilefrina-FEN) ndo foi modificada apds exposi¢cdo do tecido a
brailina, uma vez que ndo houve diferenca entre a segunda contracdo promovida por FEN 10
>M no grupo controle e no incubado com a brailina a 3x10°M. Sugerindo que brailina ndo afeta
a viabilidade contratil do tecido erétil isolado de ratos Wistar. A partir desses resultados fomos
avaliar o mecanismo de acdo do efeito relaxante da brailina.

O relaxamento da célula muscular lisa pode ser provocado pela abertura de canais para
potassio (K*), a exemplo do canal para K* sensivel ao célcio de alta conduntancia (BKca). O K*
normalmente estd em maior concentragdo no meio intracelular, entdo a abertura desses canais

promove a saida desse ion para 0 meio extracelular de acordo com o gradiente de concentracédo
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(ARCHER, 2002). Logo, quando ha alta concentracdo de K* no meio extracelular, esse
gradiente de concentracdo é modificado, impedindo a saida de K* da célula. Sendo assim,
mecanismos de relaxamento que utilizam a saida de K* para o meio extracelular, tem sua acéo
diminuida quando na presenca de solugdes com alta concentracdo de K*. A exemplo do
mirabegron, agonista de receptor B3-adrenérgico, que tem seu efeito relaxante diminuido
quando o0 corpo cavernoso estava pré-contraido com solucdo de KCI 80mM (DE OLIVEIRA et
al., 2019).

No presente estudo foi observado que o relaxamento promovido por brailina ndo é
afetado quando o tecido é contraido por uma solucdo com alta concentracdo de K* (Tyrode com
KCI 80mM) capaz de despolarizar a membrana e manter uma contracdo tonica. De maneira
similar, ja foi descrito que o doador de 6xido nitrico, o NPS, também néo tem o efeito relaxante
alterado quando o tecido é pré-contraido com KCI 80mM em corpo cavernoso de coelhos
(CHIOU; CHEN; CHEN, 1998). A solucdo despolarizante contendo KCI 80mM altera a
concentracdo de K™ extracelular, modificando a diferenca de potencial de membrana das
celulas, favorecendo sua despolarizacdo e chegada ao potencial de agdo com consequente
abertura de canais para calcio, levando a contracdo da célula muscular lisa (TRAISH et al.,
1998). Ressaltando que, além de favorecer a contracéo, vias de relaxamento que dependem da
saida de K™ da célula é prejudicado. Sendo assim, esses dados indicam que provavelmente a
saida de K* ndo é importante para o relaxamento promovido por brailina nas concentracdes
testadas.

A via NO/cGMP é uma via de sinalizacdo importante de relaxamento da musculatura
lisa (CHUANG et al., 1998), envolve a participacdo de diversas enzimas, tais como a 6xido
nitrico sintase (NOS), ciclase de guanilil solavel (sGC), proteina cinase dependente de cGMP
(PKG) e fosfodiesterases (PDE). Adicionalmente, hé a participagdo de diferentes tipos celulares
envolvidos nessa via de relaxamento, tais como células nervosas, endoteliais e musculares.
Assim, disfungbes em algum tipo celular podem prejudicar o relaxamento da via NO/cGMP,
lembrando que o quadro de hipertensdo, diabetes e disfungéo erétil tem como fator comum a
disfuncdo endotelial (BIVALACQUA et al., 2003). Dessa forma, na disfuncéo erétil a via
NO/cGMP esta prejudicada, assim, estratégias terapéuticas que possam reverter esse quadro
séo interessantes.

Logo, foi verificado se o relaxamento promovido por brailina é dependente dessa via
NO/cGMP. A inibicdo da NOS afeta o relaxamento promovido por brailina, apenas na
concentracio de 3x10°M que houve diminuigdo do relaxamento quando a NOS estava inibida.

Sugerindo que a NOS parece participar de forma discreta no relaxamento induzido por brailina.
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Diante disso, foi escolhida a concentracdo de 3x10°M para avaliar alguns passos do mecanismo
de acédo da brailina em tecido erétil de ratos.

Adicionalmente, verificou-se 0 passo seguinte apds cascata de sintese do NO, a sGC. A
inibicdo da sGC com ODQ diminuiu de maneira significante o relaxamento promovido em
todas as concentracOes testadas de brailina, entretanto o efeito ndo foi abolido. Esse dado é
muito interessante por mostrar que a ativagdo da sGC é importante para que a brailina possa
relaxar o corpo cavernoso isolado. Porém, ndo sabemos ao certo se a brailina poderia atuar
como ativadora de sGC, ou mesmo inibidora de outro subtipo de PDE que ndo a PDE4
(especifica para CAMP). De maneira interessante, 0 composto Y C-1 que é um ativador de sGC,
causa relaxamento de corpo cavernoso e tambem ja foi descrito por inibir agregacéao plaquetaria.
O YC-1 apresenta efeito sinérgico ao NPS na ativacdo da sGC, porém na presenca de ODQ o
relaxamento induzido por YC-1 ndo é afetado, diferente do que ocorre com o NPS que tem seu
efeito reduzido na presenca de ODQ. Isso por que o NPS, assim como o ODQ atua no grupo
heme da sGC; indicando que o YC-1 interage com sGC em local diferente do grupo heme
(NAKANE et al., 2002).

Seguindo a cascata de sinalizacdo, o cGMP gerado pela ativacdo da sGC € capaz de
ativar a PKG. Ao inibir a PKG foi observado que néo houve diferenga no relaxamento da BRA
quando na presenca do inibidor KT5823 a 10°M. Tendo isso em vista, € necessario avaliar a
atividade da PKG na presenca de outro inibidor. Além disso, talvez seja um indicio de que
outros alvos moleculares podem ser modulados pela brailina e favorecer o relaxamento do
tecido. A exemplo de modulacdes em alvos intracelulares da célula muscular lisa, como a
modificacdo na liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, diminuigdo da entrada de ions
Ca?" do meio extracelular, alteracdo da interacdo entre Ca?*-calmodulina, diminuicio da
ativacdo da via RhoA-Rho cinase, ou mesmo a modificacao reversivel do acoplamento actina-
miosina.

E descrito que a ativagdo da via AC/PKA interfere nos niveis de cGMP, uma vez que
CAMP inibe PDE-5 e ativa PKG, sendo esse efeito observado tanto pela ativacdo do receptor
via prostaglandina E ou pela ativacdo direta da adenilato ciclase (AC) via forskolina (KIM et
al., 2000). Tendo em vista a regulagdo cruzada entre cGMP e cAMP, e que a via AC/PKA
também é importante para o relaxamento da musculatura lisa dependente de nucleotideo ciclico,
analisamos a influéncia de brailina nessa sinalizagdo. A AC pode ser ativada quando um ligante
interage com receptor na membrana plasmatica acoplado a proteina Gs, a qual aumenta a
concentracdo de CAMP, que entdo pode modular a enzima dependente de cAMP (PKA) que

fosforila componentes celulares levando ao relaxamento da célula muscular lisa (RUIZ RUBIO
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et al., 2004). Tendo em vista que a brailina ja foi descrita como potente inibidora de PDE4, e
que a PDE4 ¢ especifica para degradar cCAMP, o presente estudo avaliou a participacdo dessa
via de sinalizag&o no relaxamento induzido por brailina.

Verificou-se gque a brailina ndo teve seu relaxamento diminuido quando as enzimas AC
ou PKA estavam inibidas. Indicando que provavelmente essa via de sinalizacdo ndo &
importante para o relaxamento induzido por brailina em corpo cavernoso. Curiosamente, a via
NO/cGMP foi preferencial no vasorrelaxamento de artérias iliacas induzido por brailina (dados
ndo publicados), vaso sanguineo que irrigam a parte inferior do corpo, inclusive as ramificacGes
da artéria iliaca formam as artérias pudendais, que segundo Manabe e colaboradores, essas
artérias pudendais sao responsaveis por 70% da irrigacdo sanguinea ao pénis (MANABE et al.,
2000). Enquanto a via AC/PKA foi mais importante no vasorrelaxamento de artérias
mesentéricas (dados ndo publicados). De tal forma que este resultado corrobora os anteriores
em que a brailina parece ter sinalizagéo diferenciada a depender do tecido estudado e pode ser
mais voltado a via NO/cGMP na modulacéo da erecdo peniana.

O tratamento farmacoldgico de primeira linha para disfuncdo eretil sdo os inibidores de
PDE (SIMOPOULOS; TRINIDAD, 2013), entdo como forma de avaliar o potencial terapéutico
da brailina, comparamos seu efeito com o citrato de sildenafil. Apesar de em menor
concentracdo o sildenafil apresentou efeito relaxante maior do que a brailina, na concentracédo
de 10”*M as duas substancias tiveram eficacia similar. De maneira interessante, ambas as
substancias apresentaram o mesmo perfil de relaxamento, levando o mesmo tempo para
alcancar o platd. Assim, a estrutura molecular da brailina apresenta potencial para o
desenvolvimento de farmacos, a fim de melhorar seu efeito relaxante via estratégias in silico.

As PDE compreendem 11 familias de enzimas importantes para a regulacdo das vias de
sinalizacdo dependentes de nucleotideos ciclicos, uma vez que podem interagir com cCAMP ou
cGMP tornando essas moléculas ndo funcionais para a via de relaxamento. Apresentam ampla
distribuicdo, e também diferem quanto a cinética e especificidade ao nucleotideo (BISCHOFF,
2004). No corpo cavernoso as PDE predominantes sdo a PDE2, PDE3 e PDE5 (MORELAND;
GOLDSTEIN; TRAISH, 1998). Por isso também, o sucesso terapéutico do uso de inibidores
de PDE-5 para o tratamento da disfuncéo erétil. Cada isoenzima apresenta afinidade diferente
para CAMP ou cGMP, sendo a PDE2 néo especifica, a PDE3 para CAMP e a PDES5 para cGMP
(BISCHOFF, 2004). Dessa forma, talvez a brailina possa interagir com outras PDE além da
PDE4, que é mais encontrada nas vias respiratorias.

O estado flacido € regulado pela via simpatica, via neurotransmissor norepinefrina

(NE)(GIULIANO et al.,, 1993). Essa via de sinalizacdo estd regulada positivamente na
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hipertensdo(FISHER; PATON, 2012), fato que desfavorece a indugéo de relaxamento dos vasos
e trabéculas do corpo cavernoso no momento da ere¢do. Logo, foi avaliado se a brailina é capaz
de interferir na contracdo induzida por NE em corpo cavernoso. E foi observado que a brailina
ndo altera a resposta contratil do tecido a NE de maneira significante, sugerindo que a brailina
ndo interfere na capacidade contratil induzida pela ativagdo simpatica no corpo cavernoso.

Dado o estimulo erétil, ha a participacdo da via colinérgica, principalmente pela atuagéo
da acetilcolina (ACh). A ACh liberada inibe a sinalizagdo da NE, diminuindo o estimulo
simpatico, inibindo o estado flacido do pénis (KLINGE; SIOSTRAND, 1977). Adicionalmente,
a ACh interage com receptores muscarinicos na célula endotelial, que por meio de uma cascata
de sinalizacdo leva a ativacdo da NOS (KIM et al., 1991). A NOS ativa entdo, tendo seus
cofatores e substratos, produz NO das células endoteliais, que entdo pode atuar na célula
muscular lisa ativando a sGC. Em condi¢Ges de disfuncdo endotelial o relaxamento via
inervacado colinérgica fica prejudicado, o que pode contribuir para o quadro de disfuncéo erétil.
Dessa forma, foi avaliado se a brailina influencia essa via de sinalizacdo, favorecendo o
relaxamento induzido por ACh. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica entre o
relaxamento promovido por ACh na presenca ou auséncia de brailina. Assim, a brailina, pelo
menos de forma aguda, parece ndo modificar essa via de sinalizagcdo na concentragdo testada.
Curiosamente, foi descrito que o sildenafil ndo alterou o relaxamento induzido por ACh em
corpo cavernoso de humano, porém melhorou o efeito relaxante de nitroglicerina, um doador
de NO (JANSAKUL et al., 2012).

No momento da ere¢do, além das fibras colinérgicas liberarem ACh, as fibras nédo-
adrenérgicas ndo-colinérgicas (NANC) liberam NO, entdo o NO liberado se difunde relaxando
a musculatura lisa das artérias e do corpo cavernoso (KIM et al., 1991). As fibras NANC
apresentam em seu conteddo celular a enzima NOS neuronal, assim, a liberagdo de NO é
promovida pela atividade desta enzima. E importante ressaltar que a resposta do tecido a esse
agente dilatador é crucial para que haja a erec¢do. Levando isso em consideracéo, foi verificado
se a brailina influencia o relaxamento promovido por um classico doador de 6xido nitrico, o
NPS (BUSH et al., 1992). Foi observado que o tecido incubado com brailina (3x10°M) teve
melhor resposta relaxante ao NPS do que 0s corpos cavernosos relaxados por NPS sem brailina.
Esse dado é relevante ao considerarmos que a promocéo da erecdo no individuo via NO pode
ser melhorada quando na presenca de brailina.

Curiosamente, o relaxamento melhorado do NPS na presenca de brailina corrobora com
0s resultados anteriores. 1sso porque, assim como NO, o NPS interage com o grupo heme da

sGC, causando mudanca conformacional que leva a sua ativacdo, favorecendo a conversdo de
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GTP em cGMP (NAKANE et al., 2002). Assim, parece que a brailina induz relaxamento via
NO/sGMP, dependendo da ativacdo de sGC, que pode ser realizada por agente doador de NO.
Tendo em vista todos os resultados obtidos, de que a brailina apresenta efeito relaxante
da corpora cavernosa e que dessa forma apresenta potencial para o tratamento da disfuncéo
erétil, houve o questionamento se a brailina teria o efeito relaxante também em modelo
experimental de disfuncéo erétil. Neste trabalho foram utilizados os animais espontaneamente
hipertensos (SHR), que € um modelo classico de estudos experimentais sobre hipertensdo
(CHIUEH; KOPIN, 1978), mas que também é descrito por apresentar disfuncdo erétil de
maneira similar ao que ocorre nos humanos. 1sso porque, 0s animais SHR apresentam menor
pressao intracavernosa antes mesmo das alteracGes vasculares caracteristicas da hipertensdo
(BEHR-ROUSSEL et al., 2004); fato similar ao que ocorre no humano, no qual a disfungéo
erétil pode anteceder em até trés anos um evento cardiovascular (THOMPSON et al., 2005).
Assim, foi realizada a comparagdo do efeito da brailina entre ratos SHR e o0s ratos
controle (Wistar). Foi observado que ndo ha diferenca no relaxamento promovido por brailina
nos corpos cavernosos de animais sadios e com disfungéo erétil, exceto na menor concentracéo
utilizada, de 10°M. Esse resultado é muito importante visto que € descrito na literatura que os
SHR apresentam disfuncéo endotelial, remodelamento da estrutura vascular e menor resposta a
estimulos relaxantes quando comparado aos ratos controle (SCHIFFRIN, 2012). Pode ser
sugerido que possivelmente, a brailina pode ter um alvo molecular que ndo esta afetado no
quadro de disfuncéo erétil, ou mesmo apresentar outro mecanismo de a¢do nesses animais. De
maneira geral, esse resultado evidencia o potencial da brailina, e relacionando ao individuo com
disfuncdo erétil, pode ser um composto importante para induzir ere¢cdo no individuo com
alteracdes estruturais e funcionais diretamente relacionadas ao quadro de disfuncao erétil.
Outros alvos moleculares devem ser estudados para esclarecer o mecanismo de ag¢ao do
efeito relaxante da brailina em corpo cavernoso de rato. Ndo se sabe ao certo se a brailina
poderia interferir diretamente sobre as proteinas contrateis do musculo liso, inibindo o ciclo de
excitagdo-acoplamento e consequentemente levar a relaxamento do tecido. Além do mais, a
brailina poderia além de ativar mecanismos relaxantes, poderia atuar inibindo alguma via de
contragdo, como a via RhoA-Rho cinase, acoplamento Ca?*-calmodulina, bloqueio de canais
de Ca?* para diminuicdo da liberacio de Ca* no citosol. Adicionalmente, é necessario observar
a participacdo de PDE, utilizando inibidores tais como o citrato de sildenafil (iPDE-5) ou
rolipram (iPDE-4), previamente a curva de relaxamento da brailina. Além disso, seria

importante para elucidar o mecanismo de agdo da brailina, dosar a concentragdo de nucleotideos
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ciclicos ap6s o periodo de incubacdo. Dessa forma, seria verificado se a brailina aumenta os
niveis de CAMP e/ou cGMP no meio citosolico.

Além disso, ensaios in vivo devem ser realizados para avaliar se a brailina influencia a
fungdo erétil dos ratos. Dessa forma ensaios como avaliacdo da pressdo intracavernosa na
presenca de brailina pode ser estratégia interessante, bem como a avaliacdo do ensaio de erecdo
farmaco-induzida do animal SHR e Wistar na presenca brailina. Entretanto, podemos concluir
que os resultados apresentados neste trabalho servem de indicio pré-clinico do potencial

terapéutico da brailina para o tratamento da disfuncéo erétil associada a hipertensao.
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7. CONCLUSOES

Em concluséo, o presente estudo mostrou pela primeira vez que a cumarina brailina
apresenta efeito relaxante em corpora cavernosa isolada de ratos. De maneira especifica, a via
de sinalizacdo NO/sGC parece ser importante, enquanto a via AC/PKA parece ndo modular o
efeito relaxante induzido por brailina. Adicionalmente, a brailina pode favorecer o relaxamento
induzido por doador de 6xido nitrico, bem como induzir relaxamento da corpora cavernosa de
ratos SHR, de maneira similar aos ratos normotensos, sugerindo potencial terapéutico para
disfuncdo erétil associada a hipertensdo. Outros estudos devem ser realizados a fim de
compreender outros aspectos da influéncia de brailina sobre a funcdo erétil para melhor elucidar

0 mecanismo de acao.
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8. PERSPECTIVAS

8.1. AVALIACAO DOS EFEITOS DA BRAILINA SOBRE A EXPRESSAO DE
DIFERENTES PROTEINAS IMPORTANTES PARA A FUNCAO ERETIL

Com o objetivo de avaliar a influéncia de brailina sobre a expressdo de proteinas
importantes para a fungdo erétil sera realizado um ensaio de Western-blotting. O processo de
obtencdo das amostras ja foi realizada, faltando apenas a realizacdo da técnica de Western-
blotting.

Inicialmente, apos a eutanasia dos animais Wistar, houve a coleta dos corpos cavernosos
e artérias pudendais. Em fluxo laminar, as amostras de tecido foram mantidas em placa de 24
pocos contendo meio nutritivo RPMI, em seguida foram incubados com diferentes tratamentos,
veiculo, sildenafil, bralina sob diferentes concentragdes (10° e 10*M). Ap6s o periodo de
incubacéo de 24h em incubadoras de CO>, as amostras e os meios de cultivo foram armazenados
a -80°C. Posteriormente, foi realizado o protocolo de extracdo de proteinas, para isso os tecidos
foram mantidos em solucéo gelada contendo inibidores de proteases e fosfatases e estocados a
-30°C. Os tecidos foram homogeneizados no aparelho Moinho vibratério MM200 (Retsch,
Haan, Alemanha) utilizando beads magnéticas, operado em velocidade méaxima. Os extratos
foram centrifugados a 3000rpm, 4°C, por 20min a fim de coletar a fase aquosa que contem as
proteinas e entdo foram estocadas a -30°C. As concentracfes de proteinas foram determinadas
utilizando um aparelho de nanodrop (Maestrogen, Las Vegas, EUA). E estdo armazenadas a -
30°C para dar continuidade ao protocolo e realizar a técnica de avaliacdo de expressdo de
proteinas.

As amostras contendo quantidades iguais de proteina (50ug) serdo tratadas com tampao
Laemmli (15ul) contendo ditiotreitrol (DTT) adicionalmente a solucao reagente de extracao de
proteinas teciduais (T-PER) de volume complementar ao volume de proteinas, obtendo-se o
volume final de 30ul em todas as amostras. As amostras preparadas serdo aquecidas a 100°C
por 5min e adicionadas ao gel de separacdo (SDS8%) inicialmente a 75V por 30min e seguida
a 100V por 1,5h juntamente com o padrdo de peso molecular, afim de separar as proteinas pela
técnica de eletroforese em aparelho especifico (Bio-rad, Hercules, EUA). As proteinas serdo
transferidas por diferenca elétrica para a membrana de PVDF a 15V, por 18h sob refrigeragéo.
Apos a transferéncia, os locais inespecificos da membrana serdo bloqueados com solucéo de
blogueio (leite desnatado ou BSA a 5% em 20ml de solu¢do TBS-T) refrigerado, por 3h. A

seguir, a membrana sera incubada com anticorpos primarios para enzimas envolvidas na
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resposta contrétil, a exemplo da NOS, sGC, AC, PDE4, PDE5, p-MLCK, ROCK e o padrao f3-
actina, por 16h sob agitacéo e refrigeragdo. A solugédo contendo anticorpo primario serd retirada
apos trés lavagens com solugdo TBS-T sob agitagdo a temperatura ambiente por 10min, em
seguida a membrana serd incubada com solucdo contendo anticorpo secundario por 2h. A
medida da expressdo proteica, dada pela intensidade das bandas na membrana, sera determinada
por analise de quimioluminescéncia fornecida por um espectrofotébmetro (Modelo ImageQuant
LAS 500, GE, Massachusetts, EUA).

8.2.  ANALISE IN SILICO

Com o objetivo de avaliar a possivel afinidade da brailina por alvos bioldgicos e sua
similaridade com outros farmacos utilizados sera realizada uma abordagem in silico. Por meio
de simulacdo computacional ser4 avaliada se a molécula de brailina apresenta afinidade pelos
sitios ativos dos subtipos de fosfodiesterase encontrados no corpo cavernoso, bem como a
possibilidade da mesma ser um ativador de ciclase de guanilil solGvel. Ao avaliar a interacédo
de agonistas ou inibidores conhecidos das respectivas proteinas, podera ser avaliado se a
brailina também apresenta afinidade nesses sitios, e se apresenta similaridades com esses
compostos. A docagem molecular que sera utilizada deixara fixadas as proteinas e a cada
possivel pose de interacdo com a brailina serd dado uma pontuacdo baseada em um modelo
matematico que prevé a forca de interacdes moleculares. Adicionalmente, serd realizado o
ensaio de avaliacdo de similaridade da brailina com farmacos que modulam a ativade das
fosfodiesterases e ciclase de guanilil soltvel. Os dados conformacionais das proteinas podem
ser obtidos pela plataforma Protein Data Bank Para isso, a estrutura tridimensional da brailina
deverd ser desenhada utilizando o software ChemDraw Ultra 12.0. Obtendo-se a estrutura das
enzimas e da brailina, a docagem molecular poderd ser realizada utilizando o software
DockThor.

8.3. ENSAIO DA APOMORFINA

Sera realizado o teste de erecdo farmaco-induzida nos animais, afim de investigar se a
brailina é capaz de melhorar a funcdo eretil dos ratos. Nesse ensaio serd utilizado a apomorfina
como farmaco indutor de erecdo e havera comparacédo do efeito pro-erétil da apomorfina com
e sem brailina e também se a brailina administrada sozinha pode influenciar a funcdo erétil dos
animais. Para isso ratos Wistar, com 12 semanas, serdo divididos em 5 grupos: salina, veiculo,
brailina, apomorfina e brailina+apomorfina. Os animais receberédo tratamento agudo com uma

dose intravenosa de salina, veiculo ou brailina.
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Inicialmente os ratos serdo colocados em uma caixa de acrilico (60 x 40 x 30 cm)
contendo uma camera isolada posicionada no fundo, por periodo de adaptacdo de 10 minutos.
Ap0s esse tempo cada rato recebera seus respectivos tratamentos, no caso do grupo apomorfina
0S mesmos receberdo uma injecdo subcuténea (1 ml/kg) na dose de 80 pg/kg, no grupo brailina
a dose de 1mg/kg. O comportamento dos animais relacionados a resposta erétil sera observado
e contado durante 30 minutos em um sistema de gravacéo de video. A funcéo erétil serd definida
como exibicdo de arqueamento cOncavo das costas seguido por movimentos pélvicos,
exposi¢do por completo da glande do pénis inchado e eixo distal, e da preparacdo imediata da
area genital apos a ejaculacdo (HALE et al., 2002). Nem todos os comportamentos serdo
necessarios para ser considerado um evento erétil. Apenas um pénis emergente ingurgitado sera

necessario. O tempo de atividade de inicio e duragdo sera medido para cada grupo.
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