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RESUMO




A erecdo peniana envolve a interagdo da estimulacdo neural do musculo liso do
corpo cavernoso bem como liberacdo neuro-humoral de fatores contrateis e relaxantes do
endotélio. A cascata de sinalizagdo 6xido nitrico (NO)/(GMPc) é o evento mais
importante e efetivo no mecanismo de ere¢do peniana. Nesta ultima década, diversos
inibidores de fosfodiesterase tipo 5 (PDES) foram desenvolvidos e aprovados para o
tratamento da disfuncdo erétil. Estes fairmacos atuam inibindo a acdo da PDES sobre o
GMPc, que modula respostas fisiolégicas em varios tecidos, como o relaxamento do
musculo liso do corpo cavernoso. Dentre os inibidores de PDES, sdo atualmente
comercializados o sildenafil, tadalafil, vardenafil e o carbonato de lodenafil, sendo este
ultimo sintetizado no Brasil. Os objetivos deste trabalho foram: 1. Avaliar a eficdcia do
carbonato de lodenafil na funcdo erétil de ratos, usando a técnica de pressdo
intracavernosa (ICP); 2. Avaliar o possivel sinergismo entre o treinamento fisico e o
inibidor de PDES5 carbonato de lodenafil; e 3. Avaliar o efeito do carbonato de lodenafil,
isoladamente, ou em associa¢do com o treinamento fisico na ICP de ratos submetidos (ou
ndo) ao tratamento cronico com L-NAME. Ratos Wistar machos foram anestesiados com
uretana (1,2 g/ Kg) por via intraperitonial. A seguir foi realizada uma traqueostomia para
facilitar a respiracdo do animal, e a artéria cardtida foi canulada para o monitoramento
continuo da pressao arterial média (MAP). Uma canula provida de agulha foi inserida no
corpo cavernoso esquerdo para registro da ICP, usando-se transdutores de pressdo. A
cavidade abdominal foi aberta expondo o nervo cavernoso esquerdo, localizado na regiao
dorso-lateral da préstata. Um eletrodo bipolar de platina conectado a um estimulador foi
posicionado sobre o nervo cavernoso. Estimulagdes elétricas do nervo cavernoso (pulso

de 1 ms, 45 s, 6 V) a diferentes freqiiéncias (2, 4, 6, 8 e 10 Hz) foram aplicadas. As

24



alteracoes de pressdo foram registradas em sistema PowerLab™ de aquisi¢do de dados. A
administra¢do da droga foi realizada pela veia jugular. O treinamento fisico teve duracio
de oito semanas, em sessdes de uma hora por dia, cinco dias por semana. O grupo que
recebeu L-NAME fez um treinamento fisico preventivo de quatro semanas, € no inicio da
quinta semana o L-NAME passou a ser administrado na dose aproximada de 10
mg/rato/dia, durante 4 semanas. Observamos que o treinamento fisico em animais
normotensos nao alterou a pressdo arterial média nem a pressdo intracavernosa. O
tratamento cronico com L-NAME aumentou a pressdao arterial média nos animais
sedentarios. No entanto, este aumento foi atenuado nos animais submetidos ao
treinamento fisico. O L-NAME aboliu a resposta erétil (valores de ICP) nos animais
sedentdrios. O treinamento fisico ndo foi capaz de prevenir ou atenuar a queda da pressao
intracavernosa induzida pelo L-NAME. O carbonato de lodenafil se mostrou eficaz em
promover aumento da pressao intracavernosa tanto em animais sedentdrios bem como em
treinados, no entanto, nao houve sinergismo entre o treinamento fisico e o carbonato de
lodenafil. Adicionalmente, a associacdo entre treinamento fisico e carbonato de lodenafil

ndo foi eficaz em restaurar os valores de ICP em animais tratados com L-NAME.
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ABSTRACT




Penile erection involves an interaction between neural stimulation of the corpus
cavernosum smooth muscle and neurohumoral contractile and relaxing factors released
from the endothelium. The nitric oxide (NO)/cGMP pathway is the most important and
effective mechanism of penile erection. In the last decade, phosphodiesterase 5 (PDES)
inhibitors were developed and approved for treating erectile dysfunction. These compounds
inhibit the PDES, which deactivates the cGMP, responsible by several physiological
responses in many tissues, such as the relaxation of the corpus cavernosum smooth muscle.
To date, 4 PDES inhibitors are commercially available, sildenafil, tadalafil, vardenafil and
lodenafil carbonate, the last one being synthesized in Brazil. The aim of this work was: 1)
to evaluate the efficacy of lodenafil carbonate in rat erectile function, measured by the
intracavernous pressure (ICP); 2) to evaluate whether the erectile responses of lodenafil
carbonate are potentiated in exercised rats; and 3) to evaluate the effects of lodenafil
carbonate, only, or associated to physical exercise in the ICP, in rats submitted (or not) to
chronic treatment with L-NAME. Male Wistar rats were anesthetized with urethane (1.2
g/Kg, i.p.). It was performed a tracheotomy to allow the animal to breath, and the carotid
artery was cannulated to continuously measure the mean arterial pressure (MAP). A needle
coupled to a cannula was inserted in the left corpus cavernosum to measure ICP. The
abdominal cavity was open and the cavernous nerve was exposed. A platinum bipolar
electrode was placed on the cavernous nerve and connected to an electric stimulator.
Electrical field stimulation of the cavernous nerve (pulses of 1 ms, 45 s, 6 V) under
different frequencies (2, 4, 6, 8 e 10 Hz) were applied. Changes in the MAP and ICP were
registered in a Powerlab™ data acquisition system. Drugs were administered via jugular

vein. The physical training program consisted in 60 min/day of running, 5 days/week and
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lasted eight weeks. In the group exercised which received L-NAME (10 mg/rat/day), L-
NAME administration started after the fourth week of training, during 4 weeks further. We
observed that the physical training did not alter MAP and ICP in normotensive rats.
Chronic L-NAME administration increased the MAP in sedentary rats. However, this
increase was attenuated in trained rats. L-NAME administration blunted the increase in the
ICP in sedentary rats and exercise was not able to prevent or attenuate this decrease in the
ICP induced by L-NAME. Lodenafil carbonate was efficient in promote an increase in the
ICP in both sedentary and trained animal. However, there was no synergism between
lodenafil carbonate and exercise in producing increase in the ICP. Additionally, association
between exercise and lodenafil carbonate was not able to restore the ICP in L-NAME-

treated animal.
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1. INTRODUCAO

1.1. Anatomia da Erecao Peniana

A anatomia geral do pénis € semelhante em todas as espécies de mamiferos. O pénis
humano consiste de trés segmentos cilindricos: os corpos cavernosos pareados
localizados na parte dorsal e o corpo esponjoso na parte ventral, o qual circunda a uretra e
forma a glande peniana na por¢do distal. Cada um dos corpos cavernosos € circundado
por um tecido fibroso e compacto, a tinica albuginea, a qual € constituida em grande
parte de fibras de coldgeno, bem como de algumas fibras de elastina (Sattar et al.,, 1994).
O tecido erétil dos corpos cavernosos € composto de multiplos espacos lacunares
interconectados, revestidos por células endoteliais, além das trabéculas, que formam as
paredes das lacunas e consistem de bandas espessas de musculo liso e de uma estrutura
fibroeléstica formada por fibroblastos, coldgeno e elastina (Krane et al., 1989). Os corpos
cavernosos sao divididos por um septo perfurado, incompleto no humano, que os permite
funcionar como uma unidade. Alguns mamiferos, como o c@o, apresentam uma formacao
dssea na regido do septo (0sso peniano).

A tdnica albuginea dos corpos cavernosos apresenta uma espessura de 2-3 mm no
estado flacido (Bitsch et al., 1990). A tunica albuginea do corpo esponjoso é menos densa
do que a dos corpos cavernosos e contém mais fibras elasticas. A parte proximal do pénis
encontra-se ancorada ao osso pélvico, sendo esta regido denominada crura dos corpos
cavernosos, enquanto a parte proximal do corpo esponjoso forma o bulbo peniano. Tanto
a crura quanto o bulbo estdo conectados aos musculos estriados. O bulbo peniano esti
circundado pelo musculo bulbocavernoso (ou bulboesponjoso), ao passo que a crura

peniana estd circundada pelo musculo isquiocavernoso. A glande peniana apresenta uma
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aparéncia de esponja devido a um vasto plexo venoso com um grande nimero de

anastomoses.

1.1.1. Neuroanatomia Peniana: Vias Periféricas

A inervacgdo do trato urogenital € autondmica (vias simpadticas e parassimpdticas) e
somdtica (vias sensoriais € motoras). A partir da coluna espinhal e dos ganglios
periféricos, a inervacdo simpdtica e parassimpdtica confluem, formando assim o nervo
cavernoso, que adentra o corpo cavernoso € o corpo esponjoso para efetuar os eventos
neurovasculares durante a erecao e detumescencia. Os nervos somaticos sao responsaveis
pelas sensacdes e pela contragdo dos musculos bulbocavernosos e isquiocavernosos

(Dean & Lue, 2005).

1.1.2. Neuroanatomia Peniana: Vias Autonémicas

A via simpédtica se origina dos segmentos espinhais 11° toraxico e 2° lombar e passa
através do ramo branco para a cadeia ganglionar simpdatica. Algumas fibras se dirigem
através dos nervos esplénicos para os plexos hipogdstrios superior € mesentérico inferior
de onde partem através do nervo hipogéstrio em dire¢do ao plexo pélvico (Dean & Lue,

2005).

A via parassimpdtica surge de neurdnios localizados do 2° ao 4° segmentos sacrais.
As fibras pré-ganglionares passam do nervo onde se unem as fibras simpaticas do plexo
hipogéstrio superior pélvico para o plexo pélvico. Os nervos cavernosos entao se

ramificam do plexo pélvico em direcdo ao pénis. Estimulacdo do plexo pélvico e do
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nervo cavernoso induz erecdo, enquanto que a estimulacdo do tronco simpético causa

detumescéncia.

1.1.3. Neuroanatomia Peniana: Vias Somadticas

A via somatosensorial se origina de receptores sensoriais localizados na pele do
pénis, glande, uretra e no interior do corpo cavernoso. Na glande do pénis humano ha
numerosas terminagdes aferentes: terminacdes nervosas livres e receptores corpusculares
em uma razdo de 10:1. As terminagdes nervosas livres sdo divididas em mielinizadas e
nao mielinizadas e sdo diferentes de qualquer outra drea cutinea do corpo. As fibras
nervosas convergem para o nervo dorsal do pénis que se unem a outros nervos formando
o nervo pudendo. Este dltimo adentra a coluna espinhal via S2-S4 para terminar nos
neurdnios espinhais e interneurdnios na regido cinzenta central do segmento lombosacral.
A ativagdo destes nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas
vias espinotalamica e espinoreticular para o tdlamo e cortex sensorial desencadeando a

percepcao sensorial (Dean & Lue, 2005; Burnett ez al., 1993).

O nucleo de Onuf no 2° ao 4° segmento sacral é o centro de inervagdo peniana
somatomotora. Estes nervos se dirigem através dos nervos sacrais para o nervo pudendo
para inervar os musculos {isquio e bulbo cavernosos. A contragio do musculo
isquiocavernoso participa da fase rigida da erecdo. A contragdo ritmica do musculo bulbo

cavernoso € necessdria para a ejaculacdao (Dean & Lue, 2005).
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1.2. Mecanismo fisiologico da erecio peniana

Durante a ere¢do, o pénis atua
FLACIDO

como um capacitor, acumulando g Efinxo

Vénula,

~ . Espaco
sangue sob pressdo devido ao Sub-tiinico

« Tiinica Albuginea

t
Artéria Cavernosa

Miisculo Liso Espage Lacunar

relaxamento dos corpos cavernosos LT
Coligeno

Artéria
Helicinal

Elastina

(Saenz de Tejada et al., 1985; Aboseif
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a-adrenérgicos (Traish er al, 1999), e

exercem resisténcia maxima ao influxo arterial; neste estado, apenas pequena
percentagem de sangue adentra os corpos cavernosos com propdsitos nutricionais (Figura
1). Ao mesmo tempo em que sinusdides estdo contraidos, as veias drenam livremente
para veias extra-penianas. Assim, durante este estado, a musculatura lisa trabecular dos
corpos cavernosos e das artérias cavernosas e helicinais se mantém em contracdo
permanente. As trabéculas sdao drenadas pelas vénulas emissarias que se comunicam com
as veias cavernosas, e apresentam PO, de 20 a 40 mmHg quando o pénis encontra-se no
estado flacido (Kim et al., 1993). Quando o bloqueio da atividade simpética se instala,
essas musculaturas relaxam (tumescéncia) permitindo o influxo arterial e,

conseqiientemente, o aumento progressivo da pressdo sangiiinea intracavernosa. Apenas
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o bloqueio da atividade adrenérgica ndo € suficiente para que seja alcancado o estado de
erecdo peniana total. Os principais eventos responsaveis pelo estado de erecdo total sdo o
relaxamento da musculatura lisa cavernosa e artérias helicinais, quando ocorre entdao
expansdo méixima dos espacos lacunares que terminam por comprimir os plexos venosos
sub-albugineos.

Durante a erecdo, os miusculos lisos de arteriolas e sinusdides relaxam,
conseqiientemente reduzindo a resisténcia periférica. Assim, a dilatacdo das artérias
cavernosa e helicinal levam ao aumento do fluxo sangiiineo nos espagos lacunares, € o
relaxamento do musculo liso trabecular dilata os espacos lacunares, causando expansao
do pénis. O influxo de sangue arterial estd associado com aumento na PO, (90-100
mmHg) durante o desenvolvimento do estado de tumescéncia (Kim et al, 1993). A
pressdo sangiifnea sistémica transmitida através das arteriolas helicinais dilatadas
expande o musculo liso trabecular contra a tinica albuginea. Este evento comprime o
plexo de vénulas sub-tinicas e reduz o efluxo venoso no espaco lacunar e, dessa forma, o
pénis € mantido rigido (Saenz de Tejada et al., 1985; Lue & Tanagho, 1987; Lue &
Tanagho, 1988; Krane et al., 1989). A pressdo no espaco lacunar durante a erecdo é
resultado do equilibrio entre a pressdo de perfusdo na artéria cavernosa e a resisténcia ao
efluxo sangiiineo pelas vénulas sub-tinicas comprimidas. A redugdo do efluxo venoso
pela compressdo mecanica das vénulas sub-tunicas € conhecida como mecanismo de
oclusdo venosa (Shirai et al., 1978), que leva ao aumento na pressdo intracavernosa a um
valor proximo da pressdo sist€mica arterial média (Aboseif & Lue, 1988; Lue &

Tanagho, 1987).
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A ativacdo de nervos constritores simpaticos causa um aumento do fénus muscular
das artérias helicinais e das trabéculas. Isto resulta na reducdo do influxo arterial e
diminui¢do dos espacos lacunares, com descompressdao das vénulas sub-tinicas e
aumento do efluxo sangiiineo dos espacgos lacunares, promovendo o retorno do pénis ao
estado flacido (Lue & Tanagho, 1988; Saenz de Tejada er al., 1985; Lue & Tanagho,
1987; Krane et al, 1989). Os eventos hemodindmicos que ocorrem durante ere¢do e
detumescéncia requerem alteracdes coordenadas do fluxo sangiiineo, pressao

intracavernosa e volume peniano (Andersson & Wagner, 1995; Azadzoi et al., 1995).

1.3. Importancia do 6xido nitrico na erecao peniana

E bem estabelecido que o processo de erecdo peniana envolve mecanismos nio-
adrenérgicos nao-colinérgicos (NANC; Andersson & Wagner, 1995). Diversos
mediadores foram propostos como responsdveis pelas respostas mediadas pelo sistema
NANC, como o peptideo intestinal vasoativo (VIP), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), substincia P, adenosina, ATP, aminoicidos descarboxilados,
histamina, serotonina (5-HT), prostaglandinas e bradicinina. Entretanto, o 6xido nitrico
(NO) € hoje aceito como principal neurotransmissor NANC responsdvel pela erecio
peniana (Kim et al., 1993; Burnett ef al., 1992). Esta substancia, liberada de terminacdes
nervosas NANC e do endotélio dos capilares sinusoidais, promove o relaxamento da
musculatura lisa do corpo cavernoso e do musculo liso trabecular do pénis por
mecanismo dependente de GMPc (Ignarro et al., 1990; Rajfer et al., 1992).

O papel do NO como principal mediador da ere¢do peniana foi relatado hd mais de

uma década, quando diversos estudos in vitro mostraram que inibidores da NO sintase
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(NOS) tém a capacidade de bloquear o relaxamento do misculo liso do corpo cavernoso
provocado por estimulagdo elétrica em varias espécies, como coelho (Ignarro et al., 1990;
Kim et al., 1991), cao (Hayashida et al., 1996; Ayajiki et al., 1999), cavalo (Recio et al.,
1998), macaco (Okamura et al., 1998), rato (Hedlund et al, 1999), camundongo
(Mizusawa et al., 2001) e humanos (Holmquist et al., 1991; Kim et al., 1991; Pickard et
al., 1991; Holmquist et al., 1992; Kirkeby et al., 1993; Leone et al., 1994). Apés a
estimulacdo elétrica do corpo cavernoso, observam-se niveis aumentados de nitritos,
nitratos e citrulina no coelho e humanos (Ignarro et al., 1990; Bush et al., 1992; Leone et
al., 1994). O NO, bem como doadores de NO, relaxam preparacdes de tecido erétil de
humanos e coelhos (Bush et al., 1992; Rajfer et al., 1992; Holmquist et al., 1993; Christ
et al., 1995) e causa tumescéncia em caes, gatos, macacos € humanos (Wang et al., 1994;
Hellstrom et al., 1994). A estimulacgdo direta do endotélio pela acetilcolina representa um
mecanismo alternativo para a liberacdo de NO no pénis (Blanco et al., 1988; Knispel et
al., 1991).

A ativacdo da guanilato ciclase soltivel (GCs) pelo NO causa elevacdo nos niveis de
GMPc, que é formado a partir do GTP e posteriormente metabolizado para GMP
(Evgenov et al., 2006). Inibidores da GCs s@o capazes de inibir os relaxamentos de corpo
cavernoso induzidos por estimulagdo elétrica, bem como aqueles evocados por agentes
que atuam de maneira dependente (acetilcolina) ou independente do endotélio (NO
auténtico e doadores de NO), confirmando o envolvimento do GMPc nos relaxamentos
de corpo cavernoso mediados pelo NO em vérias espécies (Ignarro et al., 1990; Hedlund

et al., 1999; Mizusawa et al., 2001).
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O GMPc induz relaxamento no miusculo liso por dessensibilizacdo ao aparato
contrétil para o Ca**e por diminui¢do da concentragdo de cdlcio intracelular ([Ca®™y).
Desta forma, o GMPc poderia afetar a [Ca™); por quatro vias diferentes: 1) reducdo da
entrada e aumento de saida de Ca2+; 2) ativacdo da bomba Ca’*ATPase e trocas de
Na*/Ca®*; 3) aumento de seqiiestro de Ca® pelo reticulo sarcoplasmatico (RS); 4)
diminui¢do na mobilidade de Ca® através da inibicdo do receptor IP; (trifosfato de
inositol) no reticulo sarcoplasmatico. O GMPc € rapidamente inativado e convertido a
5S’GMP pela atividade dos nucleotideos ciclicos das fosfodiesterases. Entretanto, a
concentragdo de GMPc no musculo liso vascular depende principalmente do balango
entre a produ¢do de GMPc pela GCs e a degradacdo deste pela PDE, que representa a
Unica via de metabolismo para este segundo mensageiro (Maurice et al., 2003; Rybalkin

et al., 2003).

1.4. Fosfodiesterases (PDEs)

As fosfodiesterases (PDEs), enzimas que tém como principal funcdo celular
finalizar o sinal deflagrado pelos nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc, controlam o grau
de hidrdlise destes nucleotideos, catalisando a reagdo de hidrélise da unido do 3-
fosfoéster sobre o AMPc ou GMPc (Beavo, 1995). Isto transforma estes segundos-
mensageiros em seus metabolitos inativos, os nucleotideos 5’-AMP ou 5’-GMP (Texeira
et al., 1997; Torphy, 1998). As PDEs sdo homodiméricas, cada subunidade composta por
99 KDa, e apresentam em sua estrutura 3 dominios funcionais: (1) um dominio catalitico;
(2) uma regido N-terminal e (3) uma regido C terminal. Todas as PDEs mostram
similaridades em seus dominios cataliticos porem diferem muito na regido N-terminal, a

qual contem diferentes tipos de dominios regulatérios (Rybalkin et al., 2003).
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Atualmente, hd onze familias de PDEs descritas as quais variam de acordo com a
seqiiéncia homoldgica e propriedades bioquimicas (Soderling & Beavo, 2000; Cote,
2004). Todas as PDEs sdo sensiveis a inibidores e encontram-se distribuidos em
diferentes tecidos vasculares. As PDEs que degradam especificamente o GMPc séo:
PDES, PDE6 e PDE9; as que degradam o AMPc sao: PDE4, PDE7 e PDES; e as que
degradam tanto AMPc como GMPc siao: PDEIl, PDE2, PDE3, PDE10 e PDEI1

(Rybalkin et al., 2003).

1.5. Inibidores de Fosfodiesterase 5 (PDES)

A PDES, enzima seletiva para GMPc, encontra-se amplamente distribuida no
musculo liso vascular e ndo vascular, plaquetas, rins, pulmdes € no corpo cavernoso, e se
caracteriza por controlar a via de sinalizacdo do GMPc/PKG, especialmente em baixas
concentragdes de calcio (Rybalkin et al., 2003). Esta PDE é a principal isoforma
responsavel pela degradacdo de GMPc no corpo cavernoso (Corbin et al., 2004; Ballard
et al., 1998), causando aumento dos niveis de GMPc, que resulta em relaxamento do
musculo liso, influxo de sangue no tecido erétil e erecdo peniana.

Atualmente, a principal terapia para a disfun¢do erétil envolve tratamento oral com
inibidores de PDES5 (Corbin et al., 2004; Goldstein et al., 1998). O sildenafil,
medicamento cujo objetivo era para o tratamento da angina de peito, foi aprovado pela
Food Drug Administration (FDA) para o tratamento oral da disfuncdo erétil (Ballard et
al., 1998; Goldstein et al., 1998). O mecanismo de acdo dos inibidores de PDES envolve
inibicdo da hidroélise catalitica do GMPc intracelular, promovendo acimulo dos niveis de
GMPec intracelulares, facilitando o relaxamento vascular e conseqiientemente a erecao do

pénis. Alem do sildenafil, o FDA aprovou em 2003 dois novos inibidores de PDES, o
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vardenafil (Levitra™) e o tadalafil (Cialis™) para ser administrados por via oral para o
tratamento da disfungdo erétil. Estes trés inibidores apresentam estrutura muito similar ao
GMPc e competem com o substrato pelo sitio catalitico da enzima. Estas trés moléculas
apresentam um sistema de anel duplo heterociclico nitrogenado, simulando a base purina
do GMPc o qual interagem no mesmo sitio catalitico da PDES. Efeitos colaterais como
cefaléia, rubor facial, congestdo nasal, dispepsia e transtornos visuais t€ém sido
relacionados ao uso destes trés inibidores da PDES. Embora alguns destes efeitos
secunddrios, como deficiéncia visual, tenham sido atribuidos a inibi¢cdo da PDE6, dados
recentes mostram que a retina humana contém isoformas tanto da PDES como da PDE6
(Foresta et al., 2008).

Atualmente, continua-se investigando o desenvolvimento de novas moléculas com
caracteristicas mais potentes e seletivas em inibir a PDES (Flores Toque et al., 2008)
advém da possibilidade de aliviar os efeitos adversos do sildenafil. Recentemente, o
Udenafil e o carbonato de lodenafil (Helleva) foram relatados como novos inibidores de

PDES (Ji et al., 2007; Toque et al., 2008).

Me Et OEt
Sildenafil Vardenafil
(ViagraTM) (LevitraTM)

Tadalafil
(Cialis™)

Figura 2. Estrutura quimica dos inibidores de PDES comercializados para o tratamento da disfung&o erétil.
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1.6. Carbonato de Lodenafil (Helleva)

O carbonato de lodenafil, sintetizado pelo Laboratério Cristélia, foi aprovado para o
tratamento oral da disfunc¢do erétil (Toque et al., 2008). Este composto € uma pré-droga,
apresentada como um dimero que € cindido no organismo, liberando seu metabdlito
ativo, o lodenafil, um inibidor seletivo para a PDES. A Figura 3 mostra a estrutura
molecular do lodenafil. A inibicdo da PDES pelo lodenafil previne a degradacdo deste
nucleotideo promovendo a erecdo através de trés eventos: (i) aumento do influxo arterial
para o pénis; (il) relaxamento do musculo liso cavernoso com enchimento dos espagos

sinusoidais; (iii) restricdo do retorno venoso que leva a oclusdo venosa no tecido erétil.

Estes efeitos resultam na melhora da ere¢do peniana em individuos com disfuncao erétil.

Estudos in vitro demonstraram que o carbonato de lodenafil apresenta um efeito
similar ao lodenafil ou sildenafil em relaxar o corpo cavernoso de coelho (valores de
concentracdo (ECsp) de 0,29, 0,28 e 0,25 uM, para carbonato de lodenafil, lodenafil e
sildenafil, respectivamente), porém com maior valor de ECsy que o lodenafil ou sildenafil
em corpo cavernoso humano (1,09 uM para carbonato de lodenafil, 0,37 uM para o
lodenafil e 0,49 puM para o sildenafil, respectivamente). Além disso, estudos
farmacocinéticos do carbonato de lodenafil mostraram que apds administragdo oral e
intravascular em caes, o lodenafil e o norlodenafil sdo detectados na circulacdo sist€mica,
mas pouca quantidade de carbonato de lodenafil (Toque et al., 2008). Uma possivel
explicag@o que os autores deram € que o carbonato de lodenafil estaria atuando como pro-

droga, sendo o lodenafil a molécula ativa do carbonato de lodenafil.

As propriedades farmacocinéticas sdo dependentes da concentracdo e os efeitos

colaterais do carbonato de lodenafil estdo relacionados a inibicao de outras PDEs como a
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cefaléia, o rubor facial, distirbios visuais, rinite, tontura, dor lombar e outros. E
metabolizado pela citocromo 450, especificamente pelas isoformas 3A4 e 2C9, e

inibidores destas isoformas podem retardar o metabolismo do carbonato de lodenafil.

Figura 3. Estrutura quimica do carbonato de lodenafil (Helleva) e seu metabdlito ativo o Lodenafil.
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1.7. Atividade Fisica e seus Efeitos Benéficos

Os efeitos benéficos do exercicio fisico tém sido descritos em diversos estudos em
humanos, quanto em modelos animais. Os exercicios aerobios sdo descritos como 0s mais
eficientes como terapia alternativa ou concomitante com terapia farmacoldgica para o
tratamento de hipertensdo arterial leve ou moderada. Estudos diversos mostram que a
atividade fisica aerdbia didria previne a morbidade e mortalidade de doencas
cardiovasculares (Paffenger et al., 1993; Castelli, 1984), ajuda em manter o controle da
pressdo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (Horta et al., 2005) e promove uma
melhora na funcdo erétil de ratos hipertensos (Claudino et al., 2007). No entanto, grande
variabilidade existe em cada estudo com relacdo ao volume de treinamento, envolvendo a
intensidade (carga do trabalho), a freqiiéncia (dias por semana) e a duracido das sessoes
(tempo de cada treinamento). Exercicios aerébios como atletismo, natagdo, ciclismo,
caminhada, subir e descer escadas sdo os que desencadeiam melhores resultados na
reducdo da pressdo arterial (Franklin ef al., 1991). Os programas de treinamento fisico
preconizam que os exercicios devem ser realizados de trés a cinco sessdes por semana,
com duracdo de 30 a 60 minutos e com intensidade de 50 a 85% do consumo Maximo de
oxigénio (VO, max). A interacdo entre a intensidade, freqii€éncia e a duragdo determinam
o dispéndio caldrico, a melhora na capacidade de utilizacdo do oxigénio, ou reducdo de
riscos de doencas cronicas (ACSM, 2000). E importante salientar que toda a prescri¢do
do exercicio depende da condi¢do inicial e da progressdao de cada individuo dentro do
protocolo escolhido. Estudos mostram que os exercicios de intensidade moderada (50 a
70% VO, max) sdo suficientes em produzir beneficios na melhora do perfil lipidico e da

pressdo arterial (Banz et al., 2003; Couillard et al., 2001).
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Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sangiiineo pulsitil e que a pressao
que o sangue exerce sobre a parede vascular e a tens@o de cisalhamento (shear stress) sob
as células endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracao de NO, no sistema vascular.
Os mecanismos moleculares pelos quais o shear stress provoca maior atividade da enzima
eNOS e conseqiientemente aumento na producdao de NO sdo complexos e envolvem
diversas vias de sinaliza¢do dentro da célula endotelial (Cooper et al., 2002). Acredita-se
que os mecanoreceptores tais como a caveolina (Garcia-Cardenas et al., 1998), as
proteinas G (Tseng et al., 1995), os canais i0nicos (Schwart & Lechene, 1992) e as
integrinas (Muller et al., 1997) captam as alteracdes de tensdo sobre a parede celular e
convertem o0s estimulos mecéanicos em estimulos quimicos para a ativacdo da eNOS
(Kojda & Hambrecht, 2005).

Além disso, o shear-stress estimula o endotélio, aumentando o transporte do
aminoécido L-arginina os niveis de Ca** intracelulares, a atividade e a expressao da NOS
e a produgdo da superoxido dismutase (SODs), promovendo maior disponibilidade de NO
para os tecidos (Takimoto & Kass, 2007). As SODs e outros antioxidantes (glutationa
peroxidase e catalase) sdo moléculas capazes de remover os radicais livres, prevenindo
danos celulares mediados por radicais livres (Scott et al., 2002). Estudos recentes
demonstraram que o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) estd
associado com problemas de disfuncao erétil em modelos patolégicos como a sindrome
metabolica (Traish et al., 2008), hipercolesterolemia e hipertensdo arterial (Jin et al.,
2007; Shukla et al., 2005). Este aumento de ROS reduz a biodisponibilidade de NO,

piorando a funcdo endotelial e atividade erétil (Burnett et al., 2006).
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1.8. Justificativa e Relevancia

Os inibidores de PDE5 como o sildenafil, tadalafil e vardenafil foram os
primeiros compostos usados para o tratamento da disfuncdo erétil administrados por via
oral. Recentemente, o laboratério Cristalia sintetizou um novo inibidor de PDES, o
carbonato de lodenafil (Helleva), utilizado para o tratamento da disfun¢do erétil. Estudos
prévios realizados no nosso laboratério mostraram que o carbonato de lodenafil apresenta
caracteristicas similares ao sildenafil tanto in vivo como in vitro (Toque et al., 2008).

A atividade fisica regular tem sido recomendada como terapia ndo farmacolégica
na prevenc¢do e/ou tratamento de doencas cardiovasculares como a sindrome metabolica,
hipertensao leve ou moderada. Devido a disfuncdo erétil estar estreitamente relacionada a
doencas cardiovasculares, visamos avaliar a influéncia do treinamento fisico na atividade
erétil de ratos sauddveis e submetidos a bloqueio cronico de NO.

Devido ao potencial terapéutico do carbonato de lodenafil na disfun¢do erétil, este
projeto visou avaliar os possiveis efeitos benéficos do treinamento fisico regular na
fun¢do erétil de animais sauddveis ou sob estados patoldgicos (deficiéncia cronica de
NO). Desta forma, este trabalho avaliou a pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo
elétrico in vivo na presenca e na auséncia do inibidor de PDE5 em ratos normotensos e

hipertensos (induzida pelo L-NAME).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

» Avaliar o efeito do carbonato de lodenafil (Helleva) na erecdo peniana de ratos

normotensos € hipertensos submetidos ao treinamento fisico.

» Avaliar a influéncia do treinamento fisico na func¢do erétil de ratos normotensos e

hipertensos submetidos ao bloqueio cronico de 6xido nitrico (L-NAME).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram usados ratos Wistar machos entre 14 e 16 semanas de vida, pesando entre
250 e 400g, provenientes do Centro disciplinar de Investigacdo Bioldgica da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP, Campinas, SP). Os ratos
ficaram alojados ao menos uma semana no biotério de manutencao do Departamento de
Farmacologia — UNICAMP, mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h), a uma
temperatura de 25°C, em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola). Racdo e dgua foram
fornecidas ad libitum. Todos os protocolos realizados tiveram a aprovagdo prévia da

Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (protocolo CEEA_IB/UNICAMP 984-1).

2.2. Programa de treinamento fisico: corrida em esteira

Na primeira semana de estudo, todos os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo a esteira que consistia em manter os animais na esteira em velocidades
variando entre de 0,3 no primeiro dia até 0,6 km/h no quinto dia da semana. Progressoes
de tempo na duracdo das sessdes também foram realizadas até que os animais
conseguissem permanecer correndo na esteira por 60 minutos. Durante o periodo de
adaptacdo alguns animais foram excluidos porque em nenhum momento realizaram o
exercicio. Apds este periodo, somente os animais ‘“‘corredores” foram submetidos ao
treinamento fisico que foi iniciado com uma velocidade de 0,6 Km/h na primeira sessao,
aumentando progressivamente conforme a evolucido do grupo de animais, até a segunda
semana onde se atingia a velocidade final entre 0,9 e 1,2 Km/h, o que corresponde 66%

do consumo méaximo de oxigénio (VO,max) segundo Priviero et al., (2001). As sessoes

48



foram realizadas em uma esteira ergométrica elétrica, em baias individuais, com as
seguintes dimensdes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e 1,35 m de comprimento. E

foram realizadas durante uma hora por dia, cinco dias por semana, durante oito semanas.

2.3. Inibicao crénica de 6xido nitrico (L-NAME)

O tratamento cronico com L-NAME foi conduzido de acordo com Ribeiro et al.
(1992). O N°-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) foi dissolvido em dgua (100 mg/L)
e oferecido através da ingestdo hidrica normal (dgua de torneira), de forma que a dose
didria fosse de 10 mg/rato/dia (L-NAME), por um periodo de 04 semanas. Este
tratamento teve inicio nas ultimas 04 semanas do protocolo experimental e ocorreu
concomitante ao treinamento fisico no grupo treinado + L-NAME. Animais controle
foram submetidos as mesmas condicdes experimentais, porem receberam apenas dgua de
torneira. Foram controladas a ingestdo liquida, os pesos corpéreos. E, no momento do
procedimento cirurgico, foi também avaliada a pressdo arterial e a freqiiéncia cardiaca

nos grupos estudados, utilizando-se do sistema PowerLab™.
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2.4. Grupos Experimentais
Os animais sedentdrios e treinados foram divididos nos seguintes grupos:

L. Grupo sedentdrio (SD): ratos ndo treinados, dieta hidrica normal (4gua de torneira);
II. Grupo treinado (TR): ratos treinados em esteira, dieta hidrica normal;
Ill. Grupo sedentdrio + tratamento com L-NAME (SD+L-NAME): administrado na
ingestdo hidrica na dose aproximada de 10 mg/rato/dia;
IV. Grupo treinado + tratamento com L-NAME (SD+L-NAME): administrado na
ingestdo hidrica na dose aproximada de 10 mg/rato/dia.

Em todos os grupos estudados, apds estabilizacdo dos parametros hemodindmicos,
administrou-se, por via endovenosa, o carbonato de lodenafil (1 mg/kg, bolus),

registrando-se em seguida pressdo intracavernosa e pressao arterial.

Para avaliar a influéncia do exercicio foi realizado o seguinte protocolo
experimental. Os animais foram submetidos ao treinamento fisico em esteira por um
periodo total de 08 semanas, sendo que nas quatro primeiras semanas os animais foram
apenas treinados (condicionamento fisico). Ao fim da quarta semana, foi introduzido o L-
NAME na ingestdao hidrica que seguiu concomitante com o programa de treinamento

fisico até a oitava semana (veja esquema abaixo).

L-NAME (10 mg/rato/dia

|_>
Treinamento
|_>
I I I
0 4 8
(Semanas)
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2.5 Monitoramento da Pressao Intracavernosa em Ratos Anestesiados

Procedimento ciriirgico

Os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg) por via intraperitonial. A
seguir foi realizada uma traqueostomia para facilitar a respiragdo do animal, a artéria
carétida foi canulada para o monitoramento continuo da pressdo arterial média (MAP).
Uma canula provida de agulha 26G foi inserida no corpo cavernoso esquerdo para
registro da pressdo intracavernosa (ICP), usando-se transdutores de pressdo (Grass,
Astro-Med Industrial Park, EUA). A cavidade abdominal foi aberta expondo o nervo
cavernoso esquerdo, localizado na regiao dorso-lateral da préstata. Um eletrodo bipolar
de platina conectado a um estimulador (Grass S48, Quincy, MA, EUA) foi posicionado
sobre 0 nervo cavernoso. Estimulacdes elétricas do nervo cavernoso (pulso de 1 ms, 45 s,
6 V) a diferentes freqiiéncias (2, 4, 6, 8 e 10 Hz) foram aplicadas. As alteragdes de
pressdo foram registradas em sistema PowerLab™ de aquisi¢ao de dados (software versao

4.2, AD Instruments, MA, EUA).

Protocolo experimental

Ap6s um periodo de estabilizagdo de aproximadamente 3 a 4 minutos, estimulagcdes
elétricas no nervo cavernoso foram feitas para a construcdo de uma curva freqii€ncia-
dependente (EFS, 2, 4, 6, 8 e 10 Hz). Em seguida, foi administrado carbonato de

lodenafil (Helleva, 1 mg/kg/i.v.) pela veia jugular dos animais. Passados 5 minutos, uma
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nova curva freqiiéncia-dependente foi realizada a fim de se registrar as alteragdes

hemodinamicas provocadas pela droga.

2.6. Analise Estatistica

Para a avaliacdo das respostas eréteis in vivo, foram expressas a razdo entre ICP
(mmHg)/MAP (mmHg), onde ICP representa o pico de erecio em resposta a
determinados estimulos e MAP a pressdo arterial média no mesmo momento. Andlise de
variancia (ANOVA) foi utilizando, seguido pelo teste de Bonferroni, utilizando o do
programa estatistico GraphPad Instat versdo 5. Os resultados foram expressos como
média t erro padrao da média (E.P.M) de n experimentos. Valores de P<0.05 foram

considerados significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito do Treinamento Fisico

3.1.1. Peso Corporal

A tabela 1 mostra que, ao final do treinamento, os animais sedentdrios (SD)
apresentaram um maior ganho ponderal (P<005) quando comparados com os ratos

treinados (TR).

Tabela 1. Peso corporal dos animais controle sedentario (C-SD) e controle treinado (C-

TR). Valores iniciais e apds 08 semanas seguindo o protocolo experimental.

PESO CORPORAL (g)
Grupos Inicial Final Ag n
C-SD 228 +7 407 £ 11 179 05
C-TR 224 + 10 356 £09 132% 05

Os dados representam as médias * erro padrao da média.

* P<0,05 comparado com o grupo C-SD.
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3.1.2. Pressao Arterial Média

O treinamento fisico nos ratos treinados (C-TR) ndo alterou a pressdo arterial

quando comparados aos ratos sedentérios (C-SD).
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Figura 4. Pressdo Arterial Media dos grupos sedentdrio (SD) e treinado (TR). Os dados

representam as médias £ erro padrdo da média de n=5 experimentos.

55



3.1.3. Medida da Pressao Intracavernosa

A pressao intracavernosa (ICP) e a pressdo arterial (MAP) dos ratos anestesiados
em condi¢Oes basais permaneceram entre os valores médios de 18 + 2 mmHg e 102 + 5
mmHg, respectivamente (n=10). A estimulacdo elétrica do nervo cavernoso causou
aumentos sustentados na ICP de maneira freqiiéncia-dependente (EFS: 2, 4, 6, 8 e 10 Hz),
acompanhado de diminui¢des transitorias na MAP. A razdo ICP sobre MAP foi utilizada
para estabelecer um indice de atividade erétil.

A figura 5 mostra que, no grupo dos ratos sedentérios (SD), a freqiiéncia mais alta
utilizada (10 Hz) produziu um aumento de ICP de 48 mmHg. O treinamento (TR) nao
alterou significativamente a resposta induzida pela estimulacdo elétrica em nenhuma

freqiiéncia (Figura 5). Além disso, o treinamento ndo alterou significativamente a razao

ICP/MAP (Figura 6).
C-SD
48 mmHg
ICP (mmHg)
3min
2 6 8 10 Hz
C-TR
ICP (mmHg)
J‘M"*Wﬂmwﬁft\ oot L"xww
2 4 6 8 10 Hz

Figura 5. Representagdo grifica da pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo
elétrico (EFS: 2, 4, 6, 8 e 10 Hz) de ratos sedentdrios (C-SD) e entre treinados (C-TR).
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Figura 6. Efeito da pressdo intracavernosa (ICP) induzida pelo estimulo elétrico (EFS: 2,4, 6, 8 e
10 Hz) do nervo cavernoso de rato in vivo em animais sedentdrios (SD) e submetidos a
treinamento (TR) durante 08 semanas. Os dados representam as médias * erro padrdo da média

de 5 experimentos.

57



3.2 Efeito do Treinamento Fisico na func¢ao erétil de ratos submetidos ao bloqueio

cronico de oxido nitrico
3.2.1. Peso corporal

A tabela 2 mostra que, no grupo de ratos sedentdrios submetidos ao tratamento com
uma dose aproximada de 10 mg/rato/dia de L-NAME (LN-SD), o peso corporal ndo foi
alterado quando comparado ao grupo controle sedentario (C-SD). Similarmente, o
tratamento com L-NAME no grupo treinado (LN-TR), ndo provocou alteracao

significativa no peso corporal quando comparado ao grupo controle treinado (C-TR).

Tabela 2. Peso corporal dos grupos controle sedentédrio (C-SD), controle treinado (C-TR)

L-NAME sedentario (LN-SD) e L-NAME treinado (LN-TR). Valores iniciais e apds 08

semanas.
PESO CORPORAL (g)

Grupos Inicial Final Ag n
C-SD 228 +7 407 £ 11 179 05
C-TR 224 £ 10 356 £09 132% 05

LN-SD (10 mg) 243 +3 41512 172 05
LN-TR (10 mg) 206 £7 345+ 10 139" 04

Os dados representam as médias * erro padrao da média para 4-5 ratos.
* P<0,05 comparado com o grupo C-SD.
* P<0,05 comparado com o grupo LN-SD.
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3.2.2. Pressao Arterial de Animais Submetidos ao Tratamento com o L-NAME

A figura 7 mostra que a adicdo de L-NAME a dieta hidrica na dose de 10
mg/rato/dia, elevou em 25% e 18% a pressdo arterial dos ratos LN-SD e LN-TR
respectivamente. O treinamento fisico atenuou significativamente a hipertensdo arterial
induzida pelo L-NAME (LN-TR). O treinamento fisico (C-TR), individualmente, ndo

modificou a pressdo arterial dos ratos sedentérios (C-SD).
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Figura 7. Pressdo arterial dos grupos controle sedentério (C-SD), L-NAME sedentério (LN-SD,
painel a), controle treinado (C-TR) e L-NAME treinado (LN-TR, painel b). O painel ¢ mostra o
efeito do treinamento no grupo dos ratos submetidos ao tratamento com L-NAME. Os dados
representam as médias + erro padrdo da média de n=5 experimentos. **P<0,01 comparado ao

grupo C-SD; *P<0,05 comparado ao grupo C-TR; *P<0,05 comparado ao grupo LN-SD.
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3.2.3. Pressao Intracavernosa de Animais Submetidos ao Tratamento com L-NAME

O tratamento com L-NAME reduziu significativamente a razdo ICP/MAP dos

animais comparado ao grupo C-SD em todas as freqiiéncias utilizadas (Figura 8a). No

grupo treinado, da mesma forma, notou-se a reducio da razdo ICP/MAP (Figura 8b).
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Figura 8. Avaliacdo da resposta erétil in vivo pela estimulagdo do nervo cavernoso de ratos

grupos controle sedentdrio (C-SD), controle treinado (C-TR), L-NAME sedentario (LN-SD,

painel a) e L-NAME treinado (LN-TR, painel b). Valores da razio pressdo intracavernosa

dividida pela pressao arterial média (ICP/MAP). Os dados representam as médias + erro padrio

da média de n=5 experimentos. **P<0,01; ***P<0,001, comparado com seu respectivo grupo

controle.
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3.3. Efeito da Administracao do Carbonato do Lodenafil (Helleva) no Aumento da

Pressao Intracavernosa de Rato in vivo
3.3.1 Animais Sedentdrios

A estimulacdo elétrica (EFS: 2, 4, 6, 8 e 10 Hz) promoveu um aumento dependente
de freqiiéncia da pressdo intracavernosa de rato, quando analizados pelo aumento da
razdo ICP/MAP (Figura 9, painel a). A administracdo endovenosa de carbonato de
lodenafil (1 mg/kg) aumentou significativamente a razdo ICP/MAP em todas as
freqii€ncias utilizadas (EFS: 2, 4, 6, 8 e 10 Hz). A figura 9, painel b, mostra o tragado de

aumento da pressdo intracavernosa in vivo apOs cada estimulacio elétrica.

48 mmHg

a C-SD

ICP (mmHg) 3 min

b C-SD +

Carbonato de Lodenafil
o JLM\ </K
. . . i "
2 4 6 8

Figura 9. Representagdo grifica da pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo

elétrico (2, 4, 6, 8, 10 Hz) de ratos sedentdrios (C-SD) na auséncia (painel superior) e

na presenca do carbonato de lodenafil (painel inferior).
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Figura 10. Efeito da administragdo endovenosa do carbonato de lodenafil (1 mg/kg; painel a)
sobre a pressdo intracavernosa em resposta a estimulacdo elétrica do nervo cavernoso de rato in
vivo. Resultados foram calculados como a razdo ICP/MAP. O painel b mostra a porcentagem de
aumento da pressdo intracavernosa. Dados representam as médias * erro padrdo da média de n

experimentos.**P<0,01; ***P<0,001, comparado aos valores controle.
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3.3.2 Animais Treinados

A estimulagdo elétrica (EFS, 2, 4, 6, 8, 10 Hz) promoveu um aumento dependente
da freqiiéncia da pressdo intracavernosa de rato, quando analisados pelo aumento da
razdo ICP/MAP (Figura 11). A administragdo endovenosa de carbonato de lodenafil (1
mg/kg), em animais treinados, aumentou significativamente a razdo ICP/MAP em todas
as freqiiéncias utilizadas (EFS 2, 4, 6, 8, 10 Hz; Figura 11b). A figura 11 mostra o tracado
de aumento da pressdo intracavernosa in vivo apds cada estimulacio elétrica. Os valores
de porcentagem de aumento do ICP/MAP estao mostrados na figura 12.

d
CTR 48 mmHg

ICP (mmHg)
3 min

BERWIS N (N

b ' C-TR +

Carbonato de Lodenafil
ICP (mmHg)
Nwwwft H‘WM“‘

Figura 11. Representacdo grifica da pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo

Hz

elétrico (EFS 2, 4, 6, 8, 10 Hz) de ratos treinados (C-TR) na auséncia (painel superior) e na

presenca do carbonato de lodenafil (C-TR + Carbonato de Lodenafil; painel inferior).
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A aumento de ICP/MAP =

Figura 12. Efeito da administracdo endovenosa do carbonato de lodenafil (1 mg/kg, painel a)
sobre o aumento da pressdo intracavernosa induzida pelo estimulo elétrico do nervo cavernoso de
rato in vivo. Resultados foram calculados como a razao ICP/MAP. O painel b mostra a

porcentagem de aumento da pressdo intracavernosa. Dados representam as médias * erro padrio
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da média de n experimentos.*P<0,05; **P<0,01, comparado aos valores controle.
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3.4. Efeito da Administracao do Carbonato do Lodenafil (Helleva) em Ratos

Tratados com L-NAME
3.4.1. Animais Sedentdrios

Nossos resultados mostraram que o tratamento com L-NAME reduziu
significativamente a razdo ICP/MAP dos animais comparado ao grupo controle
sedentdrio (C-SD) em todas as freqiiéncias (EFS: 2, 4, 6, 8 e 10 Hz). A administracdo
endovenosa de carbonato de lodenafil (1 mg/kg), ndo conseguiu reverter essa diminui¢ao

da pressao intracavernosa induzida pelo tratamento com o L-NAME (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da resposta erétil in vivo pela estimulagdo do nervo cavernoso de ratos
grupos controle sedentdrio (C-SD) e L-NAME sedentério (LN-SD). Efeito da administracdo do
carbonato de lodenafil (LN-SD + Helleva, 1 mg/kg) sobre o aumento da pressdo intracavernosa
induzida pelo estimulo elétrico do nervo cavernoso de rato in vivo. Os dados representam as
médias * erro padrdo da média de n experimentos. **P<0,01; ***P<0,001, comparado com seu

respectivo grupo controle.
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3.4.2. Animais Treinados

Nossos resultados mostraram que o tratamento com L-NAME reduziu
significativamente a razdo ICP/MAP dos animais comparado ao grupo controle
sedentdrio (C-TR). A administragdao endovenosa de carbonato de lodenafil (1 mg/kg), ndo
conseguiu reverter essa diminui¢do da pressdo intracavernosa induzida pelo tratamento

com o L-NAME (Figura 14).
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Figura 14. Avaliacdo da resposta erétil in vivo pela estimulagdo do nervo cavernoso de ratos
grupos controle treinados (C-TR) e L-NAME treinados (LN-TR). Efeito da administracdo do
carbonato de lodenafil (LN-TR + Helleva, 1 mg/kg) sobre o aumento da pressdo intracavernosa
induzida pelo estimulo elétrico do nervo cavernoso de rato in vivo. Os dados representam as
médias * erro padrdo da média de n experimentos. ***P<0,001, comparado com seu respectivo

grupo controle.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos in vivo a fungdo erétil de ratos normotensos ou
hipertensos (apds tratamento cronico com L-NAME), submetidos ou ndo ao treinamento
fisico por 8 semanas. Além disso, avaliamos um possivel sinergismo entre 0 novo
inibidor de PDES, carbonato de lodenafil, e o treinamento fisico na funcdo erétil. Por
ultimo, investigamos se o inibidor de PDES (associado ou ndo ao treinamento fisico)
reverte os efeitos negativos na pressdo intracavernosa, provocados pelo tratamento

cronico com L-NAME.

Estudos prévios mostram que a pratica regular de exercicio fisico aerébio por 8
semanas melhora o relaxamento do corpo cavernoso de ratos normotensos ou tratados
cronicamente com L-NAME (Claudino et al., 2004; 2007). No presente estudo, seguimos
0 mesmo protocolo de treinamento, e ao final das 8 semanas de estudo, a eficdcia do
programa de atividade fisica foi confirmada pelo menor ganho de peso corporal
observado nos animais submetidos ao treinamento fisico, tanto em animais normortensos

como em animais hipertensos.

O treinamento fisico ndo promoveu reducdo significativa dos valores de pressao
arterial média (PAM) nos animais normotensos. Este dado corrobora com estudos prévios
que mostram que a atividade fisica ndo altera a pressdo arterial de ratos normotensos
(Priviero et al., 2004; Claudino et al., 2007; Zanesco & Antunes 2007). No entanto, dados
prévios do nosso laboratério mostram que em ratos tornados hipertensos pelo tratamento
cronico com L-NAME, o exercicio fisico € capaz de prevenir significativamente o

aumento da pressao arterial sist6lica (Claudino et al., 2007). Similarmente, neste estudo,
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observamos que o treinamento fisico promoveu reducdo significativa da PAM em
animais tratados cronicamente com L-NAME, confirmando a eficicia do programa de

treinamento empregado.

A funcdo erétil in vivo foi avaliada através da medida da pressdo intracavernosa
(ICP) de ratos, submetidos ou ndo ao exercicio fisico. Estudos in vitro reportaram uma
melhora do relaxamento do corpo cavernoso de ratos normotensos e tratados
cronicamente com L-NAME, apds 8 semanas de atividade fisica aerébia (Claudino et al.,
2007). Neste estudo, observamos que o treinamento fisico ndo ampliou a ICP dos ratos
tratados com L-NAME, comparando com os ratos dos respectivos grupos controles. Este
dado sugere que a disfuncdo erétil observada neste modelo de inibicdo da sintese de NO
ndo estd relacionada com a hipertensdo e sim com o bloqueio da producdo local de NO,
ao nivel do tecido erétil, uma vez que o exercicio fisico foi capaz de atenuar a hipertensao
provocada pelo L-NAME, mas ndo foi capaz de atenuar a disfuncdo erétil. Estes dados
vao ao encontro de outro estudo que mostrou que, em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), o treinamento fisico previne parcialmente a reducdo da ICP observada na
hipertensao, comparado ao grupo SHR sedentario (Priviero et al., 2008). Neste modelo de
hipertensdo, ocorre uma redugdo da biodisponibilidade do NO, por aumento da producao
das espécies reativas de oxigé€nio, que pode ser revertida pela producdo de agentes
antioxidantes durante a pratica da atividade fisica. Em contrapartida, no modelo de
hipertensdo aplicado neste estudo, o L-NAME inibe a NOS, por se ligar de modo
competitivo ao sitio de ligacdo do substrato desta enzima, a L-arginina, inibindo
producdo do NO. A L-arginina € sintetizada pelo organismo e participa de diversas

fungdes criticas no organismo, como a regulacdo do pH, a despolarizacdo da membrana
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da célula endotelial, o0 metabolismo dos macronutrientes e no ciclo da uréia (Kolhmeier,
2003). E possivel especular que a prética da atividade fisica leve a um aumento da sintese
de L-arginina, aumentando o substrato para a NOS, e isto possa explicar os efeitos
benéficos do exercicio na reducdo da pressdo arterial em animais tratados com L-NAME.
Estes efeitos benéficos sobre a pressdo arterial podem ser também atribuidos ao aumento
da expressdo da eNOS ou da heme oxigenase (Sun et al., 2008) uma vez que a HO é
convertida a diéxido de carbono, que é um géds capaz de relaxar vasos sangiiineos de
maneira similar ao NO (Wu & Wang, 2005; Ryter et al., 2006). Desta maneira, é possivel
que o exercicio fisico tenha promovido seus efeitos benéficos na via do NO, e estes

efeitos poderiam ser responsaveis pela melhora da PAM observada neste estudo.

Em contrapartida, as diferencas na fun¢do erétil observadas in vitro e in vivo neste
modelo de hipertensdo induzida pela inibicio da NOS podem estar relacionadas ao fato
de que no estudo in vitro, as respostas decorrentes da estimulagdo elétrica sdo obtidas
apés o bloqueio seletivo das respostas adrenérgicas e colinérgicas, predominando as
respostas elicitadas pelas fibras nitrérgicas. Por outro lado, durante a medida da ICP,
pode ocorrer simultaneamente a estimulacdo adrenérgica, por meio da ativacdo dos
plexos hipogastricos ou mesmo pela estimulacao do plexo pélvico, uma vez que algumas
fibras adrenérgicas se dirigem através dos nervos esplénicos para os plexos hipogastrios
superior e mesentérico inferior de onde partem através do nervo hipogéstrio em dire¢ao
ao plexo pélvico (Dean & Lue, 2005). Deste modo, a melhora da resposta da via do NO
poderia ter sido mascarada pelas respostas adrenérgicas. Além disso, é possivel que o
tratamento cronico com L-NAME tenha levado a uma regulagdo positiva da via

adrenérgica, em decorréncia da auséncia ou redu¢do do NO, para exercer suas agdes
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fisiolégicas antagbnicas ao sistema adrenérgico, tornando estas respostas mais

pronunciadas.

O tratamento cronico com L-NAME aboliu a resposta erétil provocada pelo
estimulo elétrico, tanto em animais sedentarios como em animais treinados.
Recentemente, foi desenvolvido um novo inibidor de PDES, o carbonato de lodenafil
(Toque et al., 2008a). Devido a importancia dos inibidores de PDES no tratamento da
disfungdo erétil, neste estudo investigamos os efeitos da administracdo intravenosa do
carbonato de lodenafil na pressdo intracavernosa de ratos normotensos ou tratados com
L-NAME, submetidos ou nao ao treinamento fisico. Em ratos normotensos sedentarios
ou treinados, observamos um aumento significativo da ICP em todas as freqiiéncias
utilizadas (2, 4, 6, 8 e 10 Hz), tendo sido este ganho de ICP maior nas freqiiéncias de
estimulagcdo mais baixas. Além disto, o aumento produzido pelo carbonato de lodenafil na
ICP foi similar entre os grupos, sedentdrio e treinado, sugerindo auséncia de sinergismo
entre o treinamento fisico e o carbonato de lodenafil em produzir respostas eréteis em
ratos sauddveis. Por outro lado, nos ratos tratados com L-NAME, a administracdao
intravenosa do carbonato de lodenafil ndo foi capaz de produzir aumento da ICP, nem em
ratos sedentdrios ou submetidos ao treinamento fisico. Estes dados sugerem que o
carbonato de lodenafil, diferentemente dos primeiros inibidores seletivos da PDES
estudados, ndo amplia a resposta erétil quando a produgcdo de NO estd marcantemente
inibida, uma vez que estudos prévios reportaram que o sildenafil, tadalafil e vardenafil in
vitro sdo capazes de relaxar tecidos vasculares e ndo vasculares mesmo na presenca do L-
NAME (Teixeira et al, 2006; Toque et al., 2008b). A auséncia de melhora da resposta

erétil apds administragdo intravenosa do carbonato de lodenafil em ratos treinados sugere
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que a atividade fisica ndo promoveu alteracdes na disponibilidade do NO em valores
suficientes para promover um sinergismo entre o carbonato de lodenafil e o NO liberado
das terminagdes nitrérgicas durante a estimulagdo elétrica. No entanto, mais estudos sdo
necessdrios para elucidar os mecanismos pelos quais o exercicio fisico traz beneficios

para a pressdo arterial, mas ndo para a fun¢do erétil quando avaliada in vivo.
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5. SUMARIO

v" O treinamento fisico ndo alterou a pressdo arterial média em animais normotensos;

v’ A pressio intracavernosa ndo foi alterada pelo treinamento fisico em ratos normotensos;

v O tratamento com L-NAME aumentou significativamente a pressdo arterial média nos
animais sedentdrios e treinados, sendo este aumento atenuado significativamente pelo
treinamento fisico;

v" O tratamento com L-NAME reduziu significativamente a pressdo intracavernosa em
animais sedentarios e treinados;

v' O inibidor de PDES5, Helleva, promoveu um aumento significativo da pressdo
intracavernosa tanto em ratos sedentarios como em ratos treinados;

v" O Helleva ndo reverteu significativamente os valores da pressdo intracavernosa nos

animais sedentarios e treinados tratados com L-NAME.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que o carbonato de lodenafil € eficaz em aumentar a pressdo intracavernosa
em ratos, e que a associagdo entre o carbonato de lodenafil e treinamento fisico ndo restaurou a

valores normais de ICP, os danos provocados pelo L-NAME.
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