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Resumo

As plantas medicinais tém sido utilizadas por exercerem um papel importante no que
tange a satde humana. O Ginkgo biloba (GB) é uma das espécies de arvores mais antigas
do mundo. O seu extrato (GBE) é utilizado na medicina tradicional chinesa ha cerca de
5000 anos, para tratar diferentes enfermidades. J& foi demonstrado, o efeito relaxante do
GBE em diferentes 6rgdos de musculatura lisa, porém, até onde foi possivel pesquisar,
ainda ndo hé trabalhos que demonstrem o efeito de extrato de Ginkgo biloba no ducto
deferente. O ducto deferente (DD) conduz os espermatozoides no momento da
ejaculacdo. Esse evento ocorre pela contracdo das células musculares lisas do DD, que
desempenham um papel importante na fase de emisséo da ejaculacao sendo que alteractes
nessa contracdo podem levar a distarbios ejaculatérios, como a ejaculacdo precoce (EP).
Considerado o distarbio sexual mais comum na populacdo masculina, a EP ¢
caracterizada pela ejaculacdo que sempre ou quase sempre ocorre antes ou cerca de 1
minuto apds a penetragdo vaginal. Assim, nosso objetivo foi estudar o efeito dos extratos
de GBE sob a contragcdo do ducto deferente, uma vez que alteracbes nessa contragédo
podem estar associadas a EP. Para isso, foram utilizados camundongos Swiss machos
com 60 dias de vida. Os ductos deferentes (DD) foram isolados e imersos em liquido
nutritivo em um sistema de banho de 6rgaos. A estimulacéo da contracéo, no DD, foi feita
com cloreto de potassio (KCI 80mM). Apos a estabilizacdo da resposta contratil, foram
realizadas outras curvas de KCI, porém na presenca de concentracdes crescentes de um
dos extratos de GBE (GB1 ou GB2) ou quercetina, um composto flavonoide presente no
GB. Além disso, o efeito destas substancias também foi testado na presenca da nifedipina
ou quercetina. Nossos resultados demonstram que os extratos de GB, a quercetina e a
nifedipina sdo capazes de inibir os componentes fasico e tonico da contracdo induzida por
KCI. O efeito de GB1, sob o componente tonico, foi potencializado na presenca da
nifedipina. O mesmo acontece quando analisamos o efeito do extrato GB2, porém na
presenca da quercetina. Quando comparamos 0 componente ténico entre os diferentes
grupos experimentais (GB1: Nifedipina+tGB1 ou GB2: Nifedipina+GB2 e
Quercetina+GB2, observamos que, na presenca da nifedipina ou da quercetina, a inibicdo
da contracdo causada por GB1 ou GB2 foi potencializada quando comparamos com a
inibicdo que ocorre somente na presenca dos extratos. Diferente do que ocorreu na
comparacdo dos grupos Quercetina e Nifedipina+Quercetina, onde houve um aumento no

efeito inibitério da quercetina na presenca da nifedipina sob ambos os componentes,



fasico e tonico. Esses resultados indicam que GB1, GB2 e a quercetina sdo capazes de
inibir algum mecanismo que pode estar envolvido com a geracdo da contragéo induzida
por KCI em ducto deferente de camundongo. Além disso, também sugerem que este efeito
inibitorio ndo é dependente exclusivamente da inibicdo dos canais de célcio voltagem
dependente. Assim, estes achados apontam que o GBE, bem como a quercetina, podem

ser estratégias farmacologicas para o tratamento de EP.

Palavras-chave: Fitoterapicos; Ejaculacdo precoce; Ginkgo biloba; Quercetina; Ducto

deferente.



Abstract

Medicinal plants have been used because they play an important role in human health.
Ginkgo biloba (GB) is one of the oldest tree species in the world. Its extract (GBE) has
been used in traditional Chinese medicine for about 5000 years to treat different ailments.
It has been demonstrated, the relaxing effect of GBE in different organs of smooth
muscle, however, as far as it has been possible to research, there are still no studies
demonstrating the effect of Ginkgo biloba extract on the vas deferens. The vas deferens
(DD) conducts the spermatozoa at the moment of ejaculation. This event occurs by the
contraction of the smooth muscle cells of the DD, which play an important role in the
emission phase of ejaculation, and changes in this contraction can lead to ejaculatory
disorders, such as premature ejaculation (PE). PE is considered the most common sexual
disorder in the male population, characterized by ejaculation that always or almost always
occurs before or about 1 minute after vaginal penetration. Thus, our objective was to study
the effect of GBE extracts on the contraction of the vas deferens, since alterations in this
contraction may be associated with PE. For this purpose, 60-day-old male Swiss mice
were used. The vas deferens (DD) were isolated and immersed in nutrient fluid in an
organ bath system. Stimulation of contraction, in the DD, was done with potassium
chloride (KCI 80mM). After stabilization of the contractile response, further KCI curves
were performed, but in the presence of increasing concentrations of one of the EGB
extracts (GB1 or GB2) or quercetin, a flavonoid compound present in GB. In addition,
the effect of these substances was also tested in the presence of nifedipine or quercetin.
Our results demonstrate that GB extracts, quercetin and nifedipine are able to inhibit the
phasic and tonic components of KCl-induced contraction. The effect of GB1, under the
tonic component, was potentiated, in the presence of nifedipine. The same happens when
we analyzed the effect of GB2 extract, but in the presence of quercetin. When we
compared the tonic component between the different experimental groups (GBL:
Nifedipine+GB1 or GB2: Nifedipine+GB2 and Quercetin+GB2, we observed that, in the
presence of nifedipine or quercetin, the inhibition of contraction caused by GB1 or GB2
was potentiated when compared with the inhibition that occurs only in the presence of the
extracts. Unlike when comparing the Quercetin and Nifedipine+Quercetin groups, where
there was an increase in the inhibitory effect of quercetin in the presence of nifedipine
under both phasic and tonic components. These results indicate that GB1, GB2 and

quercetin are able to inhibit some mechanism that may be involved with the generation



of KCl-induced contraction in mouse ductus deferens. Furthermore, they also suggest that
this inhibitory effect is not solely dependent on inhibition of voltage-dependent calcium
channels. Thus, these findings point out that GBE as well as quercetin may be

pharmacological strategies for the treatment of PE.

Key-words: Herbal medicines; Premature ejaculation; Ginkgo biloba; Quercetin; Vas
deferens.
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Tabela 8. Valores da média de pICso da quercetina na presenca de nifedipina (10° M),
sob os componentes fasico e tonico na contracdo induzida por KCI (80mM) no ducto
deferente.

Tabela 9. Valores da média de plCso de GB2 na presenca da quercetina (10”7 M), sob os
componentes fasico e ténico na contracdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Tabela 10. Valores da média de plCso de GB1, na presenca ou auséncia da nifedipina
(10 M) sob os componentes fasico e ténico na contragdo induzida por KCI (80mM) no
ducto deferente.

Tabela 11. Valores da média de plCso de GB2, na presenca ou auséncia da nifedipina
(10° M) ou da quercetina (107 M) sob os componentes fasico e ténico na contragéo
induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Tabela 12. Valores da média de plCso da quercetina, na presenca ou auséncia da
nifedipina (10 M) sob os componentes fasico e tonico na contragdo induzida por KCI
(80mM) no ducto deferente.

Tabela 13. Resumo dos resultados na comparacao da ICsg entre os diferentes tratamentos
e os diferentes componentes da contracdo no ducto deferente.
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1. Introdugéo

1. 1 Plantas medicinais e fitoterapia

A fitoterapia € uma "terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas,
ainda que de origem vegetal”. Os fitoterapicos sdo medicamentos caracterizados pelo
conhecimento da efic&cia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Ja as plantas medicinais sdo definidas como uma espécie
vegetal, cultivada ou n#o, utilizada com prop6sitos terapéuticos (POLITICA
NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2006; POLITICA
NACIONAL DE PRATICAS INTEGRATIVAS E COMPLEMENTARES NO SUS:
PNPIC-SUS, 2006).

Ao longo da historia da humanidade, as plantas medicinais tém sido utilizadas
por exercerem um papel importante no que tange a saide humana. O uso de plantas
medicinais teve uma reducdo com o surgimento da industria farmacéutica, porem,
atualmente, a utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos € uma pratica que tem se
difundido mundialmente, sendo apoiada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),

especialmente em paises em desenvolvimento (LUZ, 1997, apud MATTOS et al., 2018).

Entre as diferentes formas de sua utilizacdo, podemos destacar os extratos, 0s
6leos essenciais e 0s chas (KUMAR et al., 2013). O seu emprego oferece vantagens, uma
vez que tém sido utilizadas com o intuito de obterem-se novas alternativas terapéuticas —
visando sustentabilidade cientifica, além de menores efeitos adversos bem como menor
custo para os pacientes (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2016).

1.1.2 Implementacédo do uso de plantas medicinais e fitoterapicos no Sistema
Unico de Saude (SUS)

Ao final da década de 1970, é criado pela OMS, o Programa de Medicina
Tradicional, visando o desenvolvimento de politicas publicas que facilitem a integracédo
da medicina tradicional com a medicina complementar alternativa, nos sistemas
nacionais de atencdo a satde, além de promover o uso racional dessa integracdo. Medida
essa importante, uma vez que a OMS reconheceu que, nos paises em desenvolvimento,

uma significativa parcela da populacéo depende da medicina tradicional para a atencao



priméria, sendo que 80% dessa populacdo utiliza em seus cuidados basicos de saude
praticas tradicionais, dos quais, 85% utilizam plantas ou preparacGes a base dessas
(BRASIL, 2016).

Devido a uma caréncia de acdes do governo, dos profissionais das areas de
salde e desenvolvimento, como também da comunidade mundial para proteger e
promover a salde no mundo, a OMS e o Fundo das NacBes Unidas para a Infancia
(UNICEF), promoveram em 1978, a Conferéncia Internacional sobre Atencdo Priméria
em Salde em Alma-Ata (Genebra), onde nela fica recomendado ao estados-membros

proceder a:

“formulacao de politicas e regulamentacGes nacionais referentes a utilizagdo
de remédios tradicionais de eficacia comprovada e exploracdo das
possibilidades de se incorporar os detentores de conhecimento tradicional as
atividades de atencdo primaria em sadde, fornecendo-lhes treinamento
correspondente.” (OMS, 1979 apud MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A OMS destacou a importancia da contribuicdo da medicina tradicional na
prestacdo de assisténcia social, principalmente as populagdes com acesso limitado aos
sistemas de saude, e solicitou fortalecimento entre a cooperacdo de praticantes da
medicina tradicional e da assisténcia sanitaria moderna, especialmente no que diz respeito
ao emprego de remédios tradicionais de eficacia cientifica demonstrada, a fim de reduzir
0s gastos com medicamentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude lancou em 2006, a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), abrangendo as Praticas Integrativas e
Complementares em Saude (PICS), que sdo definidas pela OMS como medicinas
tradicionais e complementares, envolvendo diretrizes e responsabilidades institucionais
visando ofertar servicos e produtos de homeopatia, medicina tradicional chinesa,
acupuntura, plantas medicinais e fitoterapia, entre outras praticas como opcdes
terapéuticas (BRASIL, 2006a, 2018; MATTOS et al., 2018).

Ja em 22 de junho de 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), agregando as politicas publicas de saide, meio
ambiente e desenvolvimento econémico e social, com o intuito de promover a melhoria

na qualidade de vida da populacéo brasileira, uso sustentavel da biodiversidade brasileira,



geracdo de emprego e renda, fortalecimento da agricultura familiar, desenvolvimento
industrial e tecnoldgico, entre outros. Para essa politica ser colocada em pratica, foi
aprovado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos em 09 de dezembro
de 2008, objetivando, entre outros assuntos “Inserir plantas medicinais, fitoterapicos e
servicos relacionadas a Fitoterapia no SUS, com seguranca, eficicia e qualidade, em
consonancia com as diretrizes da PNPIC” (BRASIL, 2006b, 2016).

1.1.3 Ginkgo biloba

Originaria da China e cultivada em todo mundo, o GB é uma das espécies de
arvores mais antigas do mundo. O nome chinés ¢ “Yin-xing” em mandarim, que significa
“fruto prateado”; ¢ chamado de "Icho" em japonés. A arvore de Ginkgo é uma planta com
folhas verdes que ficam douradas no outono. Tem sido cultivada em todo o mundo como
arvore ornamental e utilizada na medicina tradicional chinesa ha cerca de 5000 anos por
apresentar diferentes funcdes terapéuticas (MEI et al., 2017).

Figura 1 - Espécime de Ginkgo biloba. Fonte: Google Imagens - disponivel em:
https://mundoeducacao.uol.com.br/saude-bem-estar/ginkgo-biloba.htm

Os principais componentes do GB sdo flavonoides e lactonas terpénicas e estes
sdo sugeridos como constituintes farmacologicamente ativos do GBE (AMIN et al.,
2012). No inicio da década de 1970, a empresa Dr. Willmar Schwabe Pharmaceuticals
(Karlsruhe, Alemanha), desenvolveu um método para a extragdo e padronizacdo da

preparacdo do extrato de Ginkgo biloba e produziu extratos altamente concentrados e



estaveis de folhas de Ginkgo. O extrato padronizado de Ginkgo biloba (GBE) é
donominado EGb 761 e contém 6% de terpenoides (em que 3,1% sdo ginkgolides e 2,9%
é bilobalide), 24% glicosideos flavonoides (contendo quercetina, kaempferol,
isorhamnetina entre outros.), e 5-10% de acidos organicos (SINGH et al., 2019).

O GBE é derivado de folhas secas de Ginkgo que tem uma longa histéria de
uso para fins medicinais (MEI et al., 2017). Em um estudo randomizado, controlado por
placebo, duplo-cego e multicéntrico foi demonstrado que o0 GBE melhorou o desempenho
cognitivo de pacientes com comprometimento cognitivo leve (GAVRILOVA et al.,
2014). A propriedade antioxidante do GBE j& foi demonstrada sobre a toxicidade
reprodutiva mediada por cisplatina em ratos machos (AMIN et al., 2012). No trabalho de
Nunez et al. (1986) foi testado os efeitos do GBE na agregacdo de plaquetas humanas,
induzida pelo fator de ativagdo plaquetariae demonstrado que o GBE inibe
competitivamente a agregacdo plaquetdria de maneira dependente da concentragéo.
Tambem foi descrito que o GBE exerceu um papel protetor no coragdo e no cérebro,
diminuindo a inflamacéo cardiaca e o estresse oxidativo cerebral em ratos (ZHANG et
al., 2022).

Entre os flavonoides presentes no Ginkgo podemos destacar a quercetina, esta
pertence ao grupo dos polifendis e pode ser encontrada na forma de um glicosideo em
varios vegetais, frutas, nozes, sementes, vinho tinto e cha (MODZELEWSKA et al.,
2021), e ganha destaque por possuir diversas propriedades farmacologicas (BALANZ &
LEON, 1994; RIVERA et al., 2008; SAKANASHI et al., 2008; MODZELEWSKA et al.,
2021). SAKANASHI e colaboradores (2008), demonstraram acdo antioxidante da
quercetina em timaocitos de ratos, também foi demonstrada acao neuroprotetora em tecido
cerebral de humanos com Alzheimer (BALANZ & LEON, 1994), e a administracdo
crbnica de quercetina também melhorou a sindrome metabdlica e o estado inflamatério
em ratos obesos (RIVERA et al., 2008).

Alguns estudos tém demonstrado o efeito do GBE e de quercetina na atividade
contratil muscular. A quercetina causou relaxamento do musculo liso uterino de suinos
(ZYGMUNTOWICZ et al., 2021), e na musculatura gastrica humana (MODZELEWSKA
et al., 2021), bem como da contracdo por estimulacdo elétrica do ducto deferente
(CAPASSO et al., 2006). Em relacdo ao GBE ja foi descrito que é capaz de provocar

relaxamento em aorta isolada de coelho (DELAFLOTTE et al., 1984), em anéis adrticos


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Singh%20SK%5BAuthor%5D

de ratos machos (KUBOTA et al., 2001) e artérias basilares suinas (CHEN et al., 1997),
além de ter sido demonstrado o seu efeito relaxante em tecidos do corpo cavernoso (KIM
etal., 2011).

A partir das evidéncias cientificas dos efeitos de Ginkgo biloba em inibir a
contracdo de 6rgdos de musculatura lisa, surge a necessidade de se conhecer o efeito do
extrato, bem como da quercetina, tendo em vista que é um composto importante
encontrado no GB, em demais érgdos formados por musculatura lisa, como por exemplo,
ducto deferente. Embora ja tenha sido relatado na literatura o efeito da quercetina em DD
(CAPASSO et al., 2006), neste trabalho ndo foi demonstrado como a quercetina atua.

1.2 Ducto deferente

O ducto deferente é um tubo longo e fino, que dispde-se em par, apresentando
paredes espessas. Ele origina-se na regido caudal do epididimo, proximo ao escroto, e sua
regido distal termina no ducto ejaculatorio, proximo a uretra prostatica (HAMILTON &
COOPER, 1978; QUINTAS & NOEL, 2009; BUYS-GONCALVES et al, 2018). E a
partir do ducto deferente que o0s espermatozoides sdao conduzidos no momento da
ejaculacdo (BRUSCHINI et al., 1977; KIERSZENBAUM, 2008).

O ducto deferente é dividido anatomicamente em duas regides, proximal e
distal. A regido proximal é mais proxima do epididimo, sendo denominada também de
porc¢do epididimal, ja a regido distal encontra-se proxima da prostata, caracterizada por
porcdo prostatica. A porcdo epididimal € mais estreita que a prostatica, devido a sua
camada muscular relativamente fina (HAMILTON & COOPER, 1978; HEDLUND et al.,
1985).

Este 6rgdo é formado por trés camadas, uma mucosa interna com epitélio de
revestimento apoiado sobre uma lamina prépria de tecido conjuntivo, uma camada
muscular média, que consiste em muasculos lisos dispostos circularmente (camada
circular) e longitudinalmente (camada longitudinal), sendo essa ultima mais numerosa e
espessa, € uma camada externa serosa, formada por tecido conjuntivo frouxo e células
adiposas (KIERSZENBAUM, 2008).

A funcdo do DD ¢ a de conduzir os espermatozoides, para estes serem entao,

ejaculados. Essa conducdo se da através das contragBes peristalticas regulares de baixa



amplitude realizada pelas células musculares lisas que compdem o ducto deferente
(WESTFALL et al., 1978; KIERSZENBAUM, 2008). O ducto deferente conduz os
espermatozoides a partir do epididimo, que é o local onde os espermatozoides sao
armazenados ap6s serem produzidos nos testiculos, até o ducto epididimario, que termina
na uretra prostatica, onde seu contetido é esvaziado (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

1.3 Contracao do musculo liso

O acoplamento excitacdo-contracao em células musculares lisas ocorre através
de dois mecanismos principais, e esses mecanismos dependem de fons célcio (Ca?*). Um
deles envolve mudangas no potencial de membrana, e outro envolve a estimulacdo de
receptores acoplados a proteina G, que iniciam a contracdo a partir da ativacdo de um
sistema de segundos mensageiros derivados de diferentes vias de sinalizacdo, como a
proteina quinase C (PKC) e Rho-quinase (ROCK) (PEREZ & SANDERSON, 2005;
BERRIDGE, 2008; WANG et al., 2009; MUKHERJEE et al., 2013; LIU & KHALIL,
2018). Seja qual for o estimulo contrétil, o fon Ca?* é de extrema importancia para a
ocorréncia da contracdo (SILVERTHORN, 2017). No presente trabalho, tomaremos
como enfoque a contracdo pela despolarizacdo da membrana, que pode ocorrer por

algumas substancias, como por exemplo, o cloreto de potassio (KCI) (GUO et al., 2014).

A homeostase de Ca®* é mantida através de canais, transportadores e bombas
dependentes de ATP localizados na membrana plasmatica e na membrana de organelas
intracelulares, bem como pela ligacdo de calcio as proteinas celulares. O calcio esta
presente em baixas concentracdes no citoplasma e em altas concentracbes no meio
extracelular e nos estoques intracelulares, quando a célula é estimulada ocorre o aumento
no nivel intracelular de calcio, e este evento € responsavel pela contracdo (CARAFOLI
et al., 2001; BERRIDGE et al., 2003; DONG et al., 2006; SILVERTHORN, 2017).
Podemos destacar duas maneiras distintas responsaveis pelo aumento de calcio
intracelular, influxo ou liberacdo destes ions de estoques intracelulares. A primeira é
mediada por diferentes canais que sdo localizados na membrana plasmatica, sendo
ativados quando ha uma alteracdo no potencial de membrana ou pela propria alteracéo do
estoque intracelular de calcio. A segunda, € pela liberacdo de calcio dos estoques
intracelulares, ocorre especialmente pelo reticulo sarcoplasmatico, mas também pode
ocorrer a partir de outros compartimentos, como mitocondria, nucleo e outras organelas
(BERRIDGE et al., 2003; DONG et al., 2006; SILVERTHORN, 2017).



Os canais de Ca?* localizados na membrana plasmatica, ativam-se pela
despolarizagio da membrana gerada por KCI, e medeiam o influxo de Ca?* em resposta
a potenciais de agdo. O influxo de Ca?* se da por canais de Ca?* dependentes de voltagem
(Cav), atuam como segundo mensageiro da sinalizacdo elétrica, iniciando a contracdo
diretamente pelo aumento da concentracio citosolica de Ca?* e também pela ativacéo da
liberacdo de calcio dependente de calcio (CICR), pelos canais de liberagdo de Ca®
sensiveis a rianodina no reticulo sarcoplasmatico (CATTERALL, 2011).

O término da contragdo se da quando ha a reducdo na concentracao do calcio
citosolico. O efluxo de célcio para o meio extracelular é responsavel por cessar essa
contracdo. Ele se da através de bombas e/ou trocadores localizados na membrana
plasmatica. O armazenamento de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico, na mitocondria e/ou
por ligacdo as proteinas também reduz a concentracao destes ions no citosol (BERRIDGE
et al., 2003; DONG et al., 2006).

Os canais para calcio tém sido caracterizados bioguimicamente e
correspondem a proteinas complexas compostas por quatro ou cinco subunidades
distintas, que sao codificadas por multiplos genes (ERTEL et al., 2000). A subunidade al
€ a maior subunidade, e é o principal determinante do subtipo de canal de calcio. Existem
trés familias principais de subunidades Caval (denominadas Cavl, Cav2 e Cav3) e cada
uma com varios membros (Cav1.1-1.4, Cav2.1-2.3 e Cav3.1-3.3) (CATTERALL et al.,
2005; DONATO, 2008). Existem outras subunidades auxiliares, mas a variedade
farmacologica e eletrofisiologica dos canais de calcio surge principalmente da existéncia
de multiplas subunidades al (CATTERALL et al., 2005).

Na contracdo induzida por despolarizacao, sao ativados alguns tipos de canais
de calcio, entre eles podemos citar os canais voltagem dependente do tipo L (Cav1.x, tipo
L), que sdo canais que normalmente requerem uma forte despolarizacdo para ativacao,
mostram atividade de longa duracdo e sdo substancialmente blogueados por baixas
concentracdes de antagonistas organicos dos canais de calcio do tipo L, incluindo
dihidropiridinas (DHP), fenilalquilaminas e benzotiazepinas (HOFMAN et al., 2014). A
despolarizacdo da membrana, também ativa canais voltagem dependente denominados
canais do tipo T (Cav3.x,), descritos por ativarem-se em voltagens proximas ao potencial
de membrana em repouso, ou seja, por baixas voltagens e inativarem-se rapidamente
(SANTI, DARSZON & HERNANDEZ-CRUZ, 1996; CHUANG et al., 1998).



Entdo, como existem substancias que induzem a contragdo muscular, existem
também substancias que a inibem. Entre estas podemos citar a nifedipina, uma DHP, que
inibe os canais de calcio dependente de voltagem do tipo L. Ela exerce os seus efeitos se
ligando ao interior desses canais, inibindo o influxo de célcio, resultando na redugéo dos
niveis de célcio intracelular e consequentemente na inibicdo/diminuicdo da contracéo do
mausculo liso (MOYNIHAN; SMITH; MORRISON, 2008).

.....

farmacoldgico desses canais por etosuximida e zonisamida (SILVA & CABRAL, 2008),
bem como por kurtoxina (CHUANG et al., 1998) niquel e mibefradil (IUPHAR/BPS
GUIDE TO PHARMACOLOGY, 2021).

1.3.1 Contracao do ducto deferente

A contracdo do ducto deferente é caracterizada por uma resposta contratil
bifasica classica, composta por uma contragdo transitoria inicial, rapida, denominada
como componente “fasico”, seguida de uma contracao secundaria sustentada, mais lenta,
conhecida como componente “tonico”. Em um registro tipico de forca, as contragdes
fasicas surgem como picos rapidos, enquanto as contracdes tonicas causam alteracdes
graduais na forga que sustentam a contracdo por um tempo maior, sendo representadas
por uma linha continua horizontal, conforme esquematizado na Figura 2 (LIPSKAIA et
al., 2012; WALLACE et al., 2015). Esta contracdo depende do aumento intracelular de
fons calcio enquanto o relaxamento muscular esta na dependéncia da diminuicdo destes
fons (GUYTON et al., 2006; HOLASH & MACINTOSH, 2019).

Descrevemos previamente que o influxo de célcio é extremamente importante
para 0 mecanismo de contracdo. Na contracdo induzida por KCI, os componentes fasico
e ténico, ocorrem por influxo de calcio pelos canais de Ca?* dependentes de voltagem
(Cav) que ativam-se pela despolarizacdo da membrana (CHENG, 1976; HUDDART;
LANGTON & SAAD, 1984). Entre esses canais, existem 0s que sdo inativados
lentamente, denominados canais de célcio voltagem dependente do tipo L, e 0s que sdo
inativados rapidamente, os canais de céalcio voltagem dependente do tipo T
(CATTERALL et al., 2005; CATTERALL et al., 2020). Na literatura é sugerido que o

componente fasico depende da ativagdo de canais de Ca?* do tipo T, enquanto o



componente tonico depende da ativagio de canais de Ca®" do tipo L (HUDDART,;
LANGTON & SAAD, 1984; GARCIA-PASCUAL et al., 1991).

+«— Fasico

<«<— ToOnico

Figura 2 - Desenho esquematico do registro tipico da contracdo do ducto deferente
(RABELO, 2021).

1.4 Disfuncéo sexual - Ejaculagéo precoce

As disfuncdes sexuais e/ou reprodutivas tém grande impacto na qualidade de
vida dos afetados. Podem ser definidas como distdrbios do comportamento sexual e
também da sensacao sexual, que apresentam-se como uma anormalidade ou auséncia de
psicologia sexual e reacao fisiologica. O termo “disfuncdo sexual” ¢ empregado para
diversos sintomas distintos que incluem varios aspectos, disfuncéo erétil (DE), falha na
relacdo sexual e perda de libido/desejo, por exemplo (CHEN et al., 2019). As origens das
disfuncdes sexuais sdo variadas, podendo ser psicoldgica, fisica ou até mesmo, ambas.
Entre as disfuncBes mais conhecidas podemos citar a disfuncdo erétil e alteracdes
envolvendo a ejaculacdo, como por exemplo a ejaculacdo precoce que € bastante
recorrente entre 0s homens (BRASIL, 2018; FRANCISCHI et al., 2011).

A ejaculacdo precoce (EP) é considerado o disturbio sexual mais comum na
populacdo masculina (CROWDIS & NAZIR, 2021), com uma estimativa de
acometimento de 20% a 30% dos homens de qualquer idade em algum momento da vida
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Segundo o Committee for Definition of Premature
Ejaculation of the International Society for Sexual Medicine, essa patologia é
caracterizada pela ejaculacdo que sempre ou quase sempre ocorre antes ou cerca de 1
minuto ap6s a penetracdo vaginal e a incapacidade de retardar a ejaculacdo em todas ou

quase todas as penetracbes vaginais, acompanhadas por consequéncias pessoais



negativas, como sofrimento, aborrecimento, frustracéo e/ou evitacdo da intimidade sexual
(McMAHON et al., 2008). Alguns estudos relatam que aproximadamente um terco da
populacdo masculina global, em todas as faixas etarias, tem algum grau de EP
(LAUMANN et al., 2005).

Embora haja uma alta taxa de acometimento, a vergonha e o constrangimento
acabam fazendo com que poucos homens procurem tratamento. Atualmente, existem
varias abordagens para 0 manejo e o tratamento para EP, que envolvem uma combinagéo
de terapias farmacoldgicas, psicoldgicas e comportamentais. O tratamento farmacolégico
da EP pode ser feito com anestésicos topicos, com creme de lidocaina ou prilocaina, com
medicamentos orais, sendo eles: antidepressivos (paroxetina e fluoxetina), analgésicos
(tramadol) e inibidores da fosfodiesterase-5 (sildenafil e tadalafil) que retardam a
ejaculacdo inibindo o transportador de serotonina (WALDINGER, 2018). Porém, esses
tratamentos apresentam, eficacia limitada e efeitos adversos como diminuigdo da libido,
anorgasmia, impoténcia e disfuncéo erétil (FRANCISCHI et al., 2011; CROWDIS &
NAZIR, 2021).

A ejaculacdo é composta por duas fases sucessivas distintas: fase de emissao,
onde espermatozoides armazenados na cauda do epididimo e as secrec6es das glandulas
acessorias sexuais sdo direcionados para a uretra por contragdes dos musculos lisos da
cauda do epididimo, ductos deferentes, vesicula seminal e prostata, e fase de expulséo, na
qual o sémen depositado na uretra prostatica € ejetado pelo meato uretral em decorréncia
das contragdes ritmicas dos musculos estriados do assoalho pélvico desencadeadas
parcialmente pela distensdo da uretra (GIULIANO, 2011; KIGUTI & PUPO, 2012).

Diversos fatores desempenham um papel no controle ejaculatério, Carro-
Juarez e Rodriguez-Manzo (2008) descreveram uma estrutura anatbmica na medula
espinhal conhecida como gerador ejaculatorio espinhal (SEG). O SEG € caracterizado
como um arco reflexo funcionando em combinacgdo com fibras nervosas parassimpaticas,
simpaticas, sensoriais e motoras, que trabalhando em conjunto, resultam em emissao e
ejaculacdo. Os sistemas nervoso central, espinhal e periférico também trabalham juntos
para esses eventos (CARRO-JUAREZ & MANZO-RODRIGUEZ, 2008, apud
BUTCHER et al., 2019). Além dos estimulos e eventos citados acima, o controle da
funcdo ejaculatéria masculina envolve também a liberacdo da resisténcia ao fechamento

do ducto ejaculatorio e contragdo coordenada da vesicula seminal e da musculatura lisa

10



do ducto deferente, sendo um processo bem regulado, no qual é necessario que haja o
funcionamento correto destas estruturas e a integridade tecidual desses 6rgaos, para que
assim os espermatozoides sejam transportados com éxito até sua expulsdo (BIROWO et
al., 2009; GIULIANO, 2011; BUTCHER et al., 2019).

Conforme descrito acima, as contra¢fes coordenadas da musculatura lisa do
ducto deferente impulsionam os espermatozoides do epididimo em dire¢do a uretra,
assumindo um papel crucial na fase de emisséo da ejaculagcdo. Dessa maneira, a inibigdo
da contracdo desse 6rgédo representa um efeito clinico desejavel, e conhecer substancias
que exercam esse papel pode ser uma estratégia farmacoldgica para o tratamento da

ejaculacdo precoce.

Infelizmente, as terapias e os medicamentos utilizados para tratar EP ainda
apresentam limitagGes e pouca efetividade (GILLMAN & GILLMAN, 2019). Perante a
isso, faz-se necessario conhecer substancias, como por exemplo, plantas medicinais e
fitoterapicos, que tenham efeitos positivos na funcdo sexual dos homens, e que possam
ser utilizadas para tratar a EP, como medicamentos complementares ou até mesmo Unico

no tratamento.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito dos extratos de Ginkgo biloba e da quercetina sob a contragédo
induzida por KCI em ducto deferente de camundongo.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar os perfis qualitativos dos extratos de Ginkgo biloba;

Verificar se os diferentes extratos de Ginkgo biloba, assim como a quercetina, tem
efeito relaxante na contracdo do ducto deferente;

Investigar se a nifedipina ou a quercetina modulam o efeito dos extratos de Ginkgo
biloba;

Investigar se a nifedipina modula o efeito da quercetina.
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3. Material e métodos
3.1 Drogas

Cloreto de potassio (KCI, peso molecular (PM): 74,55 g/mol, Synth),
Nifedipina (Nif, N7634, PM: 346,34 g/mol, Sigma-Aldrich Co. LLC), doada gentilmente
pelo Prof. Dr. Gustavo José da Silva Pereira, da Universidade Federal de Séo Paulo
(UNIFESP). Quercetina (PM: 302,24 g/mol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), doada pelo
coorientador do trabalho, Prof. Dr. Joaquim Mauricio Duarte Almeida. O KClI foi diluido
em agua destilada e utilizado para estimular a contracdo do ducto deferente. A Nifedipina
foi utilizada como controle positivo do bloqueio dos canais de célcio. As amostras de GB,

a nifedipina e a quercetina foram diluidas em DMSO (dimetilsulfoxido).
3.2 Extratos vegetais

As amostras de Ginkgo biloba (GB) utilizadas neste estudo foram produzidas
com material vegetal adquirido em farmacia de manipulagdo. O material vegetal foi
devidamente registrado no SISBIO (A731577).

3.2.1 Preparacéo das amostras de Ginkgo biloba

A preparacdo das amostras foi realizada por Extracdo Assistida por Ultrassom
(EAU). Foram utilizados 2,0 gramas do material vegetal, sendo transferidos para um
erlenmeyer de 10 ml e adicionados 5 ml de alcool etilico 70% (v/v). O procedimento de
extracdo foi realizado em 25°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram
filtradas individualmente. O residuo foi re-extraido conforme descrito acima,
adicionando-se mais 5 mL de alcool etilico 70%, pelo mesmo tempo. As amostras assim
obtidas foram reunidas e armazenadas para analises posteriores. Os extratos foram
denominados GB1 e GB2 ap0s terem sido avaliados quanto ao seu perfil cromatografico
por cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) e teores de flavonoides totais pelo método espectrofotométrico.
3.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A avaliacdo qualitativa por CCD foi feita em cromatoplacas com base em
aluminio, tendo, como suporte, silica-gel GF254, espessura de 250 um. De cada amostra

(10 mg.mL-1), foi aplicada 10 ul nas placas. Rutina, quercetina e acido clorogénico foram
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utilizados como padrdes de referéncia, previamente, preparados na concentracdo de 0,1
mg.ml. Apos o desenvolvimento da cromatografia, esta placa foi seca ao ar e nebulizada
com 0,5 ml das solucdes reveladoras (NPPEG): difenilborato de aminoetanol 1% (p/v) e
polietilenoglicol 5% (p/v). A avaliagdo final do comportamento das amostras nas
cromatoplacas foi realizada utilizando luz UV — 365 nm (WAGNER, BLADT, 2001).

3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de
Diodos — CLAE-DAD)

Todas as amostras foram avaliadas quanto ao seu perfil cromatogréfico por
CLAE-DAD. A anélise foi realizada em sistema modular de cromatografia liquida,
constituido por duas bombas, um detector de arranjo de diodos e um sistema
computadorizado, operado pelo software LabSolution. A separacdo dos compostos foi
realizada em coluna analitica de fase reversa C18, acondicionada a temperatura ambiente.
As fases mdveis utilizadas, na forma de gradiente séo: A — agua ultrapurificada e acido
férmico 0,1%, B — acetonitrila grau HPLC, em fluxo de 0,6 mL.min-1 (DUARTE
ALMEIDA et al., 2011). As amostras foram diluidas em acetonitrila: agua (1:1 v/v) em
concentracdo de 10 mg.ml-1 e filtradas em filtro 0,45 um antes de serem injetadas no
cromatografo. O volume de injecdo utilizado, para cada corrida, foi de 10-20 pl,
dependendo da amostra. Os cromatogramas foram monitorados em trés comprimentos de
onda: 280, 328 e 350 nm. A determinagdo de compostos presentes nas amostras, foi pela
comparacdo dos tempos de retencdo e pelos espectros na regido do ultravioleta dos
padrdes injetados, como também os dados presentes na literatura (SAKAKIBARA et al.,
2003).

3.2.4 Dosagem de flavonoides totais por espectrofotometria

Os teores de flavonoides totais foram avaliados pelo método do cloreto de
aluminio, presente na 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010) com algumas
modifica¢bes. Quercetina (0,1 mg.mL-1) foi utilizada para a confec¢do de uma curva
analitica. Esse método baseia-se na formacdo de um complexo flavonoide-aluminio que
possui maxima absor¢do a 425 nm. Em 1.900 pL de uma solucéo hidroetandlica a 50%
(v/v) foram acrescentados 100 pL de extrato (10 mg.mL-1) e 500 pL de solugdo de AICl3
a 5% (p/v). A mistura foi mantida 30 minutos em repouso e a absorvancia mensurada em

espectrofotobmetro UV/Vis a 425 nm. O teor de flavonoides totais foi expresso em mg,
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equivalentes a quercetina por grama (mg EQ g-1). As andlises foram realizadas em
triplicata. Desta forma, as amostras GB1 e GB2 apresentaram concentracfes de 9,84 mg
EQ/ml e 21,00 mg EQ/mI, respectivamente.

3.3 Animais

Para a realizagdo do presente trabalho, foram utilizados camundongos machos,
da linhagem Swiss, provenientes do Nucleo de Criacdo de Animais de Laboratdrio da
Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei (NUCAL/UFSJ).

Os animais foram mantidos no Biotério Setorial de Camundongos do
Departamento de Ciéncias Naturais (DCNAT) (Praca Dom Helvécio, 74 - Fabricas - CEP
36301-160 - Séo Jodo del-Rei (MG), bloco B, sala 1.11.) em gaiolas de 41x34x18cm (4
animais/gaiola). Eles receberam &gua e racdo comercial balanceada (Nuvilab®)
autoclavadas ad libitum e foram submetidos ao controle artificial de ciclos de
luminosidade (12 horas de luz/12 horas de escuro), além de temperatura controlada (21°C)

e exaustdo de ar.

Ap0s atingirem 60 dias de vida, os camundongos foram eutanasiados com
isoflurano e em seguida foi realizado o isolamento dos ductos deferentes para a realizacao

dos experimentos.

O manejo dos animais durante todo o periodo experimental foi realizado de
acordo com os principios éticos e de bem estar recomendados pelo Coléegio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Além disso, tTodos os procedimentos e experimentos
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSJ— CEUA (Protocolo
N° 9414240521).

3.4 Isolamento do ducto deferente

Ap0s a eutanasia, os animais foram posicionados em decubito dorsal para o
isolamento dos ductos deferentes direito e esquerdo. O isolamento ocorreu na seguinte
ordem: abertura da cavidade abdominal, localizacdo dos testiculos e exposicdo dos
mesmos, localizacdo dos ductos deferentes direito e esquerdo, exposicdo dos ductos
deferentes e retirada integral dos mesmos. Depois de isolados os ductos deferentes foram
imediatamente imersos em solucdo nutritiva (LNV) conforme descrito por PICARELLI
et al. (1962), com a seguinte composicdo (mM): NaCl 138; KCI 5,7; CaCl2 1,8;
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NaH2PO4 0,36; NaHCO3 15 glicose 5,5 (pH 7,4 a 30°C). Posteriormente foi realizada a
dissecacdo dos ductos deferentes, com o auxilio de um microscopio estéreo visando retirar
0 méximo possivel de tecido adjacente. Os ductos deferentes foram lavados internamente

com a mesma solucdo nutritiva.
3.5 Montagem da preparacéo bioldgica e aparelhagem

Os experimentos foram realizados em um sistema de banho de 6rgdos. Este
sistema é formado por cubas de vidro, composta de dupla parede, sendo a parte interna
da cuba o compartimento para adaptacdo do ducto deferente, tendo capacidade para 10
mL de solugdo nutritiva. Na parte externa da cuba, circula dgua aquecida a 30°C por um

banho maria.

O ducto deferente foi amarrado, em suas extremidades, com fio de algodao e
montado na cuba fixando-se uma das extremidades (por¢édo prostatica) em uma haste de
vidro de sustentacdo, sendo a outra extremidade (porcdo epididimaria) ligada ao
transdutor isométrico (ADInstruments, Sydney, Australia). A aeracao da solucdo nutritiva
ocorreu pelo interior da haste de vidro, sendo que esta foi conectada a um compressor
para aeracdo. As contracdes foram registradas pelo hardware PowerLab e analisadas pelo

software LabChart (ADInstruments, Sydney, Australia).
3.6 Avaliacéo da contracdo muscular

3.6.1 Estudo do efeito do extrato de Ginkgo biloba (GB1 ou GB2) e da

guercetina

Os estudos de contracao foram realizados em ductos deferentes expostos
ou ndo a pré incubacdo dos extratos de GB ou da quercetina. Para promover a contragdo

foi utilizado o agente despolarizante cloreto de potassio (KCI).

Ap0s a fixacdo do 6rgdo ao sistema de registro, o tecido foi deixado em
repouso por 30 minutos, mergulhado em solucdo LNV, para a estabilizacdo da
preparacdo. Findado o periodo de estabilizacdo da preparacao, foi adicionado ao banho
KCI 80 mM (indutor da contracdo) por 5 minutos. Apds o tempo de estimulacéo, a solucao
nutritiva com o indutor da contracdo foi retirada da cuba por meio de lavagens sucessivas
com solugdo nutritiva. Posteriormente, o 6rgdo foi deixado em repouso por 30 minutos.

Este procedimento repetiu-se por trés vezes. No 27° minuto de repouso, entre a terceira e
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a quarta curva, foi adicionado ao banho a primeira concentracéo dos extratos de GB. Ap6s
3 minutos (no 30° minuto) um novo estimulo contratil com o KCI foi aplicado, tanto na
cuba com GB como na cuba controle. Este protocolo foi repetido com doses crescentes
de GB, sendo elas 0,3; 1; 2; 3; 4 e 5 mg/mL de GB1, ou 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL de
GB2, até a obtencdo da inibicdo méxima da contracdo. A contracdo que antecede a
incubacdo do 6rgdo com o extrato, foi considerada a curva controle para aquele érgdo. A

Figura 3 representa os protocolos experimentais realizados.
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Figura 3 - Representacao grafica do protocolo experimental para o estudo de inibicdo da
contracdo muscular sob a contracdo do ducto deferente induzida por KCI (80mM). Figura
adaptada de RABELO (2021).

Repetimos 0 mesmo protocolo descrito acima, porém, a pré-incubacao
foi feita com um flavonoide isolado presente no Ginkgo biloba, denominado quercetina,
a mesma foi adicionada no banho em concentragdes crescentes (108, 107, 10, 10, 10
e 10° M). Apos realizarmos 0s experimentos com a quercetina sozinha, também
realizamos experimentos utilizando a quercetina em uma Unica concentragdo (107 M) e
GB2 em concentragdes crescentes (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL), nos quais a quercetina era

pré-incubada no 17° minuto de repouso.
3.6.2 Estudo da participacdo dos canais de calcio voltagem dependente

Para tentar elucidar o mecanismo de acdo de GB, realizamos
experimentos com a nifedipina como um controle positivo, jA que € um conhecido

inibidor de canais de calcio de voltagem dependente.
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Primeiramente foram realizados experimentos somente com a nifedipina.
Neste protocolo, foram adicionadas concentragdes crescentes (10°, 10®,107, 10°, 10° e
10 M) de nifedipina no 17° minuto de repouso.

Feito isso, realizamos os experimentos com GB na presenca e na auséncia
de nifedipina. Os experimentos consistiram no mesmo protocolo de contragdo descrito
anteriormente, porém, com a presenca da nifedipina (10°M), adicionada no 17° minuto
de repouso, precedendo a incubacgéo de concentragdes crescentes de GB1 (0,3; 1; 2; 3; 4
e 5 mg/mL) ou GB2 (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL). As curvas obtidas com GB na presenca
de nifedipina foram comparadas com as curvas obtidas com GB na auséncia.

O mesmo protocolo realizado com os extratos foi feito com a quercetina
(108,107, 10, 10°, 10* e 10° M) na presenca e na auséncia da nifedipina (10°M).

3.7 Parametros farmacologicos para avaliar a contratilidade do ducto

deferente

As respostas contrateis foram medidas considerando as amplitudes de
contracdo dos componentes fasico e ténico induzido por KCI, na presenca e na auséncia
de GB, quercetina e/ou nifedipina. As medidas foram realizadas em gramas de tenséo e
transformadas em porcentagem em relacdo a um valor de referéncia, que foi considerado
como 100% da amplitude de contracdo do componente correspondente (fasico ou tonico).
O valor referéncia foi obtido a partir da analise da ultima curva (3° curva) que antecedeu
a incubacdo com GB, quercetina e/ou com nifedipina. A partir desses dados foram

construidos graficos com as curvas concentracao-efeito inibitorias.

O efeito das drogas estudadas foi analisado pelo parametro farmacoldgico ICso
(logaritmo negativo da concentracdo molar da droga que produz 50% do efeito inibitério

maximo).
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3.8 Grupos experimentais

Em nosso estudo utilizamos nove grupos experimentais, o resumo desses

grupos é descrito na tabela a seguir:

Tabela 1 - Grupos experimentais utilizados.

KCI Controle
KCI + GB1 KCI + GB2 KCI + Quercetina KCI + Nif
KCI + Nif + GB1 KCI + Nif + GB2 KCI + Nif + Quercetina KCI + Quercetina +

GB2

3.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M). O método de Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade
dos dados. Os resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica por teste t de
Student pareado ou ndo pareado dependendo da analise, ou ANOVA one-way e pos teste
de Dunnett para comparacgéo entre os grupos. Todos os testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa Prism 7, versdo 7.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

USA). Os resultados foram considerados significativos para p<0,05.
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4, Resultados

4.1 Avaliagéo fitoquimica dos extratos vegetais

As amostras obtidas sdo demonstradas na Figura 4. Na cromatoplaca € possivel
observar que os compostos flavonoidicos caracteristicos da espécie estdo presentes em
ambas as amostras, destacando as manchas amarelas e esverdeadas. Essas manchas

correspondem aos ginkgoflavonoides.

Figura 4 - Cromatografia em Camada Delgada das amostras GB1 e GB2 obtidas por
Extracdo Assistida por Ultrassom. Revelacdo com NPPEG seguida de luz UV 350nm.

Substancias de referéncia: acido fendlico, rutina e quercetina.
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Na avaliagdo por cromatografia liquida foi possivel observar a presenca dos
compostos fendlicos caracteristicos para esse extrato, quercetina, kaempferol e
isorhamnetina (Figura 5). A presenca desses compostos, comprova a autenticidade e
qualidade do extrato preparado para os testes bioldgicos. Os teores dos compostos
fendlicos também  foram avaliados para padronizacdo dos  extratos.

- ==y

.0 1

] \H I

Figura 5 - Cromatograma do extrato de Ginkgo biloba obtido em Cromatografo Liquido
com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) em 350 nm. Q: quercetina; K:

kaempferol; I: isorhamnetina.
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4.2 Relaxamento, dos componentes fasico e tdnico da contracao induzida por
KCI, induzido pelos extratos GB1 e GB2 ou pela quercetina

4.2.1 Relaxamento, dos componentes da contragdo, na presenca do
extrato GB1

Quando comparamos o componente fasico na presen¢a de GB1 com seu
correspondente controle (na auséncia), observamos que na presenca de determinadas
concentracdes (3; 4 ou 5 mg/mL) ha diferencas estatisticas. A mesma comparacao foi
feita para o componente ténico e também foi possivel observar diferencas estatisticas,

porém na presenca de outras concentrac@es (0,3; 4 ou 5 mg/mL) (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito inibitorio de concentracbes crescentes (0,3; 1; 2; 3; 4 e 5 mg/mL) de
GB1, sob os componentes fasico e tdnico da contracdo induzida por KCI (80mM).
Componente fasico (barra preta) e componente ténico (barra cinza). Cada ponto é a média
+ erro padrdo da média, de pelo menos 6 experimentos. Inibicdes estatisticamente
significativas em relacdo ao respectivo controle, p < 0,05 (*). p < 0,01 (**). p < 0,001

(***) .
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4.2.2 Relaxamento, dos componentes da contragdo, na presencga do
extrato GB2

Ao compararmos o componente fasico e o tbnico com seus respectivos
controles (auséncia de GB2), observamos que ha diferencas estatisticas. No componente
fasico, ha diferenca nas seguintes concentragfes: 2; 4; 6 ou 7 mg/mL. E no componente
tonico nas concentracBes de 1; 2; 5; 6 ou 7 mg/mL. Além disso, também ha diferenca
estatistica quando comparamos os componentes, fasico e tbnico, entre si na mesma

concentragéo (1 mg/mL) (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito inibitorio de concentracdes crescentes (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL) de
GB2, sob os componentes fasico e tdnico da contracdo induzida por KCI (80mM).
Componente fasico (barra preta) e componente ténico (barra cinza). Cada ponto é a média
+ erro padrdo da média, de pelo menos 6 experimentos. Inibicdes estatisticamente
significativas em relacdo ao respectivo controle, p < 0,05 (*). p < 0,01 (**). p < 0,001
(***). Inibicdo estatisticamente significativa entre o componente fasico e o tdnico

na mesma concentracdo de GB2, p < 0,05 (). p<0,01 (™). p <0,001 (™).
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4.2.3 Relaxamento, dos componentes da contragdo, na presenca da

quercetina

Além dos extratos, utilizamos a quercetina, um composto flavonoide
presente no Ginkgo biloba. Quando analisamos o componente fasico na presenca de
quercetina com seu correspondente controle (na auséncia), observamos que independente
da concentragdo, ha& diferenca estatistica. A mesma comparacdo foi feita para o
componente tonico e também foi possivel observar diferencas estatisticas, porém somente
nas concentracGes de 10+, 10+ e 10+ M. Além disso, também h& diferencga estatistica

quando comparamos fésico e ténico entre si na mesma concentracdo (10 M) (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito inibitdrio de concentragdes crescentes (10-7, 108, 10°, 10 e 103 M) de
quercetina, sob os componentes fasico e ténico da contracdo induzida por KCI (80mM).
Componente fasico (barra preta) e componente ténico (barra cinza). Cada ponto é a média
+ erro de pelo menos 4 experimentos. Inibicdes estatisticamente significativas em relacao
ao respectivo controle, p < 0,05 (*). p < 0,01 (**). p < 0,001 (***). Inibicdo
estatisticamente significativa entre o componente fasico e o tdnico na mesma
concentracdo de quercetina, p < 0,05 (*). p < 0,01 (™). p <0,001 ("W).
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4.3 Relaxamento, entre o componente fasico e ténico da contragédo induzida

por KCI, na presenca dos extratos GB1 e GB2 ou da quercetina

4.3.1 Efeito do extrato GB1

A Figura 9 mostra o efeito inibitorio do extrato GB1, sob os componentes
fasico e tbnico, da contracdo induzida por KCI. Ambos componentes sdo sensiveis a acao
do GBL1, embora ndo haja diferenca estatistica entre eles. A Tabela 2 mostra o valor da

média de plCso de cada componente da contracao.

GB1
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-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

% Contragao (KCI 80 mM)
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Log [GB1] mg/mL

-40 -
Figura 9 - Efeito inibitdrio de concentracfes crescentes de GB1, sob 0 componente fasico
(circulo) e componente tonico (quadrado) da contracdo induzida por KCI (80mM). As
concentragdes crescentes foram 0,3; 1; 2; 3; 4 e 5 mg/mL e correspondem as seguintes
concentracdes em log: -0,52; 0; 0,3; 0,48; 0,6 e 0,7. Cada ponto é a média + erro padrao

da média, de pelo menos 6 experimentos.
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Tabela 2 - Valores da média de plCso de GB1 sob os componentes fésico e tonico na

contragdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fasico 0,1833
Tonico -0,002226

4.3.2 Efeito do GB2

Assim como o GB1, o GB2 também demonstrou efeito inibitério sob
ambos os componentes, fasico e tonico, da contracdo induzida por KCI (Figura 10), ndo
havendo diferenca estatistica entre eles quando comparamos as médias de plICso conforme

podemos observar na Tabela 3.
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Figura 10 - Efeito inibitério de concentracdes crescentes de GB2, sob o componente
fasico (circulo) e componente tonico (quadrado) da contracdo induzida por KCI (80mM).
As concentracdes crescentes foram 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL e correspondem as seguintes
concentracdes em log: 0; 0,3; 0,48; 0,6; 0,7; 0,78 e 0,85. Cada ponto é a média * erro

padrdo da média, de pelo menos 6 experimentos.
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Tabela 3 - Valores da média de plCso de GB2 sob os componentes fasico e tonico na

contragdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fasico 0,8348
Tonico 0,3019

4.3.3 Efeito da quercetina

Ao analisarmos o efeito da quercetina, verificamos um papel inibitdrio

nos componentes fasico e tbnico das contragBes (Figura 11), porém sem diferenca

estatistica entre eles (Tabela 4).
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Figura 11- Efeito inibitdrio de concentracBes crescentes de quercetina, sob o componente

fasico (circulo) e componente tonico (quadrado) da contracdo induzida por KCI (80mM).

As concentragdes crescentes foram 107, 105, 10°, 10 e 103 M. Cada ponto é a média +

erro padrdo da média, de pelo menos 4 experimentos.
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Tabela 4 - Valores de plCso da quercetina sob os componentes fasico e ténico na contracao

induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fésico -5,098
Tonico -6,848
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4.4 Efeito da nifedipina na contracéo induzida por KCI

Para verificar a participacdo de canais de calcio voltagem dependente na
contracdo induzida por KCI, realizamos experimentos com a nifedipina, que é um inibidor

classico destes canais.

Os componentes fasico e tbnico da contracao induzida pelo KCI foram inibidos
pela incubacdo prévia de concentracBes crescentes de nifedipina (Figura 12). Quando
comparamos os valores das médias de plCso (Tabela 5), observamos que ndo ha diferenca

significativa entre eles.
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Figura 12 - Efeito inibitdrio de concentracOes crescentes (10°°, 108, 107, 10, 10° e 10*
M) de nifedipina, sob o componente fasico (circulo) e componente tdnico (quadrado) da
contracdo, induzida por KCI (80mM). Cada ponto é a média * erro padrdo da média, de

pelo menos 6 experimentos.
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Tabela 5 - Valores da média de plCso da nifedipina sob o componente fasico e tonico na

contragdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fésico -5.282
Tonico -5.711

31



4.5 Efeito dos extratos ou da quercetina, nos componentes fasico e tdnico, da

contragdo induzida por KCI, na presenca de nifedipina ou da quercetina

4.5.1 Efeito de GB1 na presenca da nifedipina

A Figura 13 representa o efeito de GB1, sob o componente fasico e
tonico, na presenca da nifedipina. De acordo com a Tabela 6, podemos observar que o

componente tdnico € estatisticamente mais sensivel que o componente fasico.

Nifedipina + GB1
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Figura 13 - Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por

KCI (80mM) na presenca da nifedipina (10 M), e de concentragdes crescentes (0,3; 1;

2; 3; 4 e 5 mg/mL, que corresponde as seguintes concentracbes em log: -0,52; 0; 0,3; 0,48;

0,6 e 0,7) de GB1. Cada ponto é a média * erro padrdo da média, de pelo menos 8

experimentos.
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Tabela 6 - Valores da média de plCso de GB1 na presenca de nifedipina (10 M), sob o0s

componentes fasico e tnico na contracdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fasico -0,321
Tonico -0,993*

* Componente ténico diferente estatisticamente do componente fasico, p = 0,0154.

4.5.2 Efeito de GB2 na presenca da nifedipina

O efeito de GB2 na presenca da nifedipina sob 0 componente fasico e
tonico, da contracdo induzida por KCI, no ducto deferente é demonstrado na Figura 14.
Os componentes sdo sensiveis a acdo do GB2 na presenca da nifedipina, porém, sem

diferenca estatistica entre eles (Tabela 7).
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Figura 14 - Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por
KCI (80mM) na presenca da nifedipina (10 M), e de concentrag@es crescentes (1; 2; 3;
4;5; 6 e 7 mg/mL, que corresponde as seguintes concentracdes em log: 0; 0,3; 0,48; 0,6;
0,7; 0,78 e 0,85) de GB2. Cada ponto é a média * erro padrdo da média, de pelo menos 7

experimentos.
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Tabela 7 - Valores da média de plCso de GB2 na presenca de nifedipina (10 M), sob o0s

componentes fasico e tdnico na contracdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente PICso
Fésico 0,2533
Tonico -0,3058

4.5.3 Efeito da quercetina na presenca da nifedipina

A Figural5 representa o efeito da quercetina na presenca da nifedipina.
Podemos observar que ambos os componentes foram inibidos, porém que ndo ha

diferenca estatistica entre eles, conforme demonstrado na Tabela 8.
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Figura 15 - Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por
KCI (80mM) na presenca da nifedipina (10° M), e de concentragBes crescentes (1078,
107,10°, 10, 10* e 10 M) de quercetina. Cada ponto é a média + erro padrdo da média,

de p elo menos 10 experimentos.
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Tabela 8 - Valores da média de pICso da quercetina na presenca de nifedipina (10° M),

sob 0s componentes fasico e tonico na contragdo induzida por KCI (80mM) no ducto

deferente.
Componente pICso
Fasico -8,044
Tonico -8,416
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4.5.4 Efeito de GB2 na presenca de quercetina

A figura 16 mostra o efeito inibitdrio, de GB2 na presenca da quercetina,
sob o componente fasico e o componente tonico, na contracdo induzida por KCI. O
componente tdnico € estatisticamente mais sensivel que o componente fasico, como

demonstrado na Tabela 9.
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Figura 16 - Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por
KCI (80mM) na presenca da quercetina (10”7 M), e de concentracdes crescentes (1; 2; 3;
4;5; 6 e 7mg/mL, que corresponde as seguintes concentracfes em log: 0; 0,3; 0,48; 0,6;
0,7; 0,78 e 0,85) de GB2. Cada ponto é a média + erro padrdo da média, de pelo menos 9

experimentos.

Tabela 9 - Valores da média de plCso de GB2 na presenca da quercetina (107 M), sob 0s

componentes fasico e ténico na contracdo induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente pICso
Fasico 0,4619
Tdnico -0,3003*

* Componente tonico estatisticamente diferente do componente fasico, p = 0,0101

36



4.6 Comparagcéo do efeito inibitorio, induzido pelos extratos de Ginkgo biloba
ou de quercetina, na presencga ou na auséncia de nifedipina, nos componentes fasico

ou tbnico da contragéo induzida por KCI

A partir dos dados obtidos anteriormente, construimos novos graficos, onde
demonstramos o efeito dos extratos sob cada componente da contracdo, porém na

presenca ou na auséncia da nifedipina ou da quercetina.

4.6.1 Comparacao do efeito inibitdrio, induzido por GB1, na presenca
ou na auséncia de nifedipina, nos componentes fasico ou ténico da contracgéo

induzida por KCI

A comparacdo do componente fasico da contracdo induzida por KCI, na
presenca e na auséncia da nifedipina € demonstrada na Figura 17 A. A mesma comparagao
foi feita para o componente tonico (Figura 17 B). Em relagdo ao componente tonico, na
presenca da nifedipina, o efeito de GB1 foi potencializado, existindo diferenca estatistica
entre eles (Tabela 10).
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Figura 17 A - Componente fasico da contracédo induzida por KCI (80mM), na presenca

de concentragdes crescentes (0,3; 1; 2; 3; 4 e 5 mg/mL, que corresponde as seguintes
concentragcdes em log: -0,52; 0; 0,3; 0,48; 0,6 e 0,7) de GB1 (circulo) e de GB1 na

presenca da pré-incubacdo de nifedipina (10° M) (quadrado). Cada ponto é a média +

erro padrdo da média, de pelo menos 7 experimentos.
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Figura 17 B - Componente tonico da contracdo induzida por KCI (80mM), na presenca
de concentracdes crescentes (0,3; 1; 2; 3; 4 e 5 mg/mL, que corresponde as seguintes
concentragdes em log: -0,52; 0; 0,3; 0,48; 0,6 e 0,7) de GB1 (circulo) e de GB1 na
presenca da pré-incubacdo de nifedipina (10° M) (quadrado). Cada ponto é a média +

erro padrdo da média, de pelo menos 7 experimentos.

Tabela 10 - Valores da media de plCso de GB1, na presenga ou auséncia da nifedipina
(10 M) sob os componentes fasico e ténico na contragdo induzida por KCI (80mM) no

ducto deferente.

Componente GB1 Nifedipina + GB1
Fasico 0,1833 -0,321
Tbnico -0,002226 -0,993***

*** Componente tonico de GB1 estatisticamente diferente do componente ténico de
Nifedipina + GB1, p = 0,0005.
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4.6.2 Comparacao do efeito inibitdrio, induzido por GB2, na presenca
ou na auséncia da nifedipina ou da quercetina, nos componentes fasico ou ténico da

contracéo induzida por KCI

Comparamos o efeito inibitério de GB2, na auséncia ou na presenca da
nifedipina e da quercetina sob ambos os componentes da contracao, fasico (Figura 18 A)
e tonico (Figura 18 B) no ducto deferente. A partir dos valores das médias de plCso
(Tabela 11), é possivel observar que ndo héa diferenca significativa entre 0 componente

fasico de GB2 na presenca ou auséncia da nifedipina ou da quercetina.

Ao contrario do componente fasico, 0 componente ténico da contracdo
induzida por KCI no ducto deferente na presenca de GB2 e na auséncia ou na presenga
da nifedipina ou da quercetina (Figura 18 B) apresentou diferenca estatistica entre os

grupos, conforme demonstrado a partir do valor da média de plCsona Tabela 11.
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Figura 18 A - Componente fasico da contracdo induzida por KCI (80mM), na presenca de
concentracdes crescentes (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL, que corresponde as seguintes
concentracdes em log: 0; 0,3; 0,48; 0,6; 0,7; 0,78 e 0,8) de GB2 (circulo) e de GB2 na
presenca da pré-incubacéo de nifedipina (10° M) (quadrado) ou da quercetina (10" M)

(triangulo). Cada ponto é a média + erro padrdo da média, de pelo menos 7 experimentos.

40



Tonico

140 -

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

-» GB2?
-& Nifedipina + GBZ2
= Quercetina + GBZ

% Contragao (KCl 80 mM)

0 : . .
02 W g4 l
-20 -

-40 4 Log [GB2] mg/mL

Figura 18 B - Componente tonico da contracdo induzida por KCI (80mM), na presenga

de concentracgdes crescentes (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 mg/mL, que corresponde as seguintes
concentracdes em log: 0; 0,3; 0,48; 0,6; 0,7; 0,78 e 0,8) de GB2 (circulo) e de GB2 na
presenca da pré-incubacéo de nifedipina (10° M) (quadrado) ou da quercetina (107 M)

(triangulo). Cada ponto é a média + erro padrdo da média, de pelo menos 7 experimentos.

Tabela 11 - Valores da média de plCso de GB2, na presenca ou auséncia da nifedipina

(10° M) ou da quercetina (107 M) sob os componentes fasico e tonico na contragio

induzida por KCI (80mM) no ducto deferente.

Componente GB2 Nifedipina + GB2 Quercetina + GB2
Fasico 0,8348 0,2533 0,4788
Tbnico 0,3019 -0,3058* -0,2877*

* Componente tonico de GB2 diferente estatisticamente do componente tonico de
Nifedipina + GB2 (p = 0,0296) e de Quercetina + GB2 (p = 0,0251). ANOVA one-way

& Dunnett’s multiple comparisons test.
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4.6.3 Comparacao do efeito inibitdrio, induzido pela quercetina, na
presenga ou na auséncia de nifedipina, nos componentes fésico ou tbnico da

contracéo induzida por KCI

O efeito inibitério da quercetina, sob 0s componentes fasico e tdnico da
contracdo induzida por KCI, na presenca ou auséncia da nifedipina € demonstrado,
respectivamente, nas Figura 19 A e Figura 19 B. A partir dos valores das médias de plCso
obtidas, é possivel observar que na presenca da nifedipina ha uma potencializacdo
estatisticamente significativa no efeito da quercetina em ambos 0os componentes (Tabela
12).
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Figura 19 A - Componente fasico da contragdo induzida por KCI (80mM), na presenca de
concentragdes crescentes (108, 107, 10, 10°, 10* e 103 M) de quercetina (circulo) e de
quercetina na presenca da pré-incubagdo de nifedipina (10° M) (quadrado). Cada ponto

€ a média + erro padrdo da média, de pelo menos 4 experimentos.
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Figura 19 B - Componente tonico da contracdo induzida por KCI (80mM), na presenga
de concentragdes crescentes (108, 107, 10, 10°, 10 e 103 M) de quercetina (circulo) e
de quercetina na presenca da pré-incubacdo de nifedipina (10° M) (quadrado). Cada

ponto é a média £ erro padréo da média, de pelo menos 4 experimentos.

Tabela 12 - Valores da média de plCso da quercetina, na presenca ou auséncia da
nifedipina (10 M) sob os componentes fasico e tonico na contragdo induzida por KCI
(80mM) no ducto deferente.

Componente Quercetina Nifedipina + Quercetina
Fasico -5,098 -8,044%***
Ténico -6,848 -8,416*

** Componente fasico da Quercetina estatisticamente diferente do componente fasico de
Nifedipina + Quercetina, p = 0,0015. * Componente tdnico da Quercetina estatisticamente

diferente do componente fasico de Nifedipina + Quercetina, p = 0,0216.
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A Tabela 13 apresenta, de maneira simplificada, os resultados obtidos.

Tabela 13 — Resumo dos resultados da comparacéo da 1Csg entre os diferentes tratamentos
e os diferentes componentes da contragdo no ducto deferente.

GB1 F=T
GB2 F=T
Quercetina F=T
Nifedipina F=T
Nif + GB1 T + sensivel que F
Nif + GB2 F=T
Nif + Quer F=T
Quer + GB2 T + sensivel que F
F GB1 = Nif + GB1
T Nif + GBL1 + sensivel que GB1
F GB2 = NIF+GB2 = Quer+GB2
T Nif+GB2 e Quer+GB2 + sensivel que GB2
F Nif + Quer + sensivel que Quercetina
T Nif + Quer + sensivel que Quercetina

F: fasico; T: tonico; Nif: nifedipina; Quer: quercetina.
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5. Discussao

Nossos resultados demonstram que os extratos de Ginkgo biloba, GB1 e GB2, tal
como um composto flavonoide isolado, a quercetina, sdo capazes de induzir o
relaxamento da contracdo induzida por KCI, no ducto deferente de camundongo. Este
relaxamento foi observado tanto no componente fasico quanto no componente tnico da
contragdo. Ao utilizarmos a nifedipina, o componente ténico foi mais sensivel do que o
componente fasico nos grupos Nifedipina+GB1 e Quercetina+GB2. O mesmo acontece
quando o efeito de GB2 foi testado frente a pré-incubacéo de quercetina. Na comparacao
dos efeitos inibitérios em cada componente, analisados separadamente, demonstramos
que na presenca da nifedipina, a inibicdo do componente tonico foi potencializada quando
comparamos com a inibicdo que ocorre somente na presenca de GB1 ou de GB2. Ja a
inibicdo causada pela quercetina na presenca da nifedipina foi potencializada em ambos

0S componentes.
5.1 Avaliacéo fitoquimica

Os extratos de Ginkgo biloba sdo reconhecidos por possuirem compostos que
podem desempenhar atividades bioldgicas, tais como antioxidantes, anti-hipertensivas e
neuroprotetoras. Além disso, estdo incluidos entre os produtos naturais utilizados como
suplementos para disfuncdes eréteis (WU et al. 2015). Entre os flavonoides encontrados
nos extratos GB1 e GB2 que foram utilizados neste estudo estdo o kaempferol, quercetina
e isoquercetina. Estes flavonoides, assim como as terpenolactonas sdo reconhecidos
como os marcadores de qualidade dos extratos (AMIN et al., 2012; GACHOWSKA et
al., 2021) e possuem efeitos biolégicos. Os flavonoides séo substancias fendlicas que sao
estaveis por ressonancia e possuem grande numero de grupos funcionais hidroxila
redutores, que podem prevenir e inibir a toxicidade dos radicais livres de oxigénio,
reduzindo os danos da peroxidacdo de lipidios e outros danos patoldgicos ao corpo
humano (ZHANG et al., 2021). Estes compostos também podem atuar inibindo ou
modulando diversos receptores devido as suas caracteristicas moleculares similares a
muitas substancias enddgenas ou sintéticas (FERNANDES et al., 2017). Os extratos de
Ginkgo biloba, assim como alguns flavonoides isolados, como a quercetina, podem
interagir com a nifedipina, pois ambos sdo metabolizados pela enzima CYP3A
(YOSHIOKA et al., 2004).

45


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gachowska%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D

5.2 Efeito dos diferentes extratos de Ginkgo biloba ou da quercetina na
contracgéo induzida por KCI em ducto deferente

5.2.1 Efeitos dos extratos

No presente estudo, a contracdo do ducto deferente foi caracterizada por
dois componentes distintos, gerando uma resposta bifasica, sendo uma contracao inicial
e réapida, denominada componente fasico, sucedida por uma contracdo sustentada,
denominada componente ténico, estando de acordo com o que ja foi descrito na literatura
e demonstrado em outros trabalhos (HAY & WADSWORTH, 1982; LANGTON &
HUDDART, 1988; JURKIEWICZ, et al. 1994; LAFAYETTE et al., 2008).

Os nossos resultados demonstram que tanto o extrato GB1, quanto GB2,
sdo capazes de induzir o relaxamento da musculatura lisa do ducto deferente, uma vez
que comparamos o efeito de diferentes concentracfes destas substancias sob os
componentes fasico e tdnico, com seus respectivos controles e observamos diferenca

estatistica na maioria delas.

Até onde foi possivel pesquisar, 0 nosso trabalho € o primeiro a
demonstrar o efeito do extrato de Ginkgo biloba no ducto deferente. Na literatura, ha
trabalhos que demonstram o efeito relaxante do GBE em 6rgéos de musculatura lisa
(DELAFLOTTE et al., 1984; CHEN et al., 1997; KUBOTA et al., 2001; KIM et al.,
2011), mas ndo em ducto deferente. O extrato de GB, de maneira concentracao-
dependente, provocou relaxamento dependente do endotélio pela via do Oxido nitrico
(NO) tanto em aorta isolada de coelho pré contraida com fenilefrina (DELAFLOTTE et
al., 1984), quanto em artérias basilares suinas seguidas da estimulagdo nervosa transmural
(CHEN et al.,, 1997). Kim e colaboradores (2011) demonstraram que o GBE
desempenhou efeito relaxante em células musculares lisas do corpo cavernoso de coelho,
pré-contraidas, com norepinefrina, de uma maneira concentracdo dependente. Além
disso, também demonstraram que o efeito relaxante do GBE foi potencializado em
combinacdo com o mirodenafil, um inibidor da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5). Os
inibidores da PDE-5 sdo prescritos como tratamento de primeira linha para disfuncao
erétil (DE), assim, segundo os autores, a terapia de combinacdo de GBE com inibidores
de PDE-5 podem ser de grande valia para tratamento de DE (DELL'AGLI et al., 2006;
SAPONARA & BOSISIO, 1998, apud KIM et al., 2011). Também foi descrito que o

GBE produziu um relaxamento concentracdo-dependente em anéis aorticos, de ratos

46



machos, pré-contraido com noradrenalina (KUBOTA et al., 2001). Assim, a anélise
destes trabalhos indica que independente do agente indutor da contracdo, 0 GBE é capaz

de inibir a contragdo muscular.
5.2.2 Efeito da quercetina

Assim como os extratos de GBE, a quercetina também desempenhou um
efeito relaxante na musculatura lisa do ducto deferente, quando comparamos o0s
componentes fasico e tbnico na presenga da quercetina com seu correspondente controle
(na auséncia). Observamos no componente fasico que em todas as concentracdes
utilizadas, a quercetina apresentou diferencas estatisticas, € no componente tonico, em

trés (1077, 10* e 10" M) das cinco concentracdes utilizadas.

Os nossos achados estdo de acordo com o que ja vem sendo descrito na
literatura (KUBOTA et al., 2001; CAPASSO et al.,, 2006; LUO et al., 2018;
MODZELEWSKA et al., 2021; ZYGMUNTOWICZ et al., 2021), inclusive Capasso e
colaboradores ja demonstraram o efeito inibitério da quercetina na contracdo por
estimulacdo elétrica no DD. Estes autores avaliaram a atividade de dez flavonoides sobre
a inibicéo das contragdes do DD e concluiram que a poténcia do efeito estava relacionada
com o numero de hidroxilas fendlicas existentes nos compostos testados (CAPASSO et
al., 2006). No trabalho de Kubota e colaboradores (2001), além de descreverem o
relaxamento causado pelo GBE, também demonstraram que a quercetina induz
relaxamento no modelo experimental previamente citado (item 1.1.3) e ainda,
demonstraram que este relaxamento foi revertido pelo L-NAME, sugerindo um efeito
dependente da producdo de NO. LUO e colaboradores (2018), demonstraram que a
quercetina inibiu a pré-contracdo por acetilcolina em vias aéreas de camundongos, sendo
proposto pelos autores que essa inibicdo pode ser por meio da inibicdo de canais de célcio
voltagem dependente do tipo L, j& que a quercetina bloqueou completamente as correntes
mediadas por estes canais, A quercetina também induziu um relaxamento dependente da
concentracdo em tiras gastricas humanas tratadas com carbacol, sendo essa inibicdo
dependente dos canais Katp pois seu efeito foi revertido na presenca de glibenclamida
(MODZELEWSKA et al., 2021). ZYGMUNTOWICZ e colaboradores (2021), relataram
gue a quercetina causou relaxamento do masculo liso uterino de suinos estimulados com

acetilcolina. Os autores sugerem que este efeito € dependente da condicdo fisioldgica da
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fémea, ja que o efeito inibitorio foi maior nas fémeas ciclicas e gestantes quando

comparado com as imaturas.

5.3 Comparagéo entre o componente fasico e tonico da contracdo induzida
por KCI, na presenca dos extratos ou da quercetina

Ao compararmos, a ICso dos componentes fasico e ténico entre si, na presenca
de GB1, GB2 ou da quercetina, ndo foram identificadas diferencas estatisticas entre os
dois componentes. J& na comparacdo entre os componentes fasico e ténico em cada
concentracdo, individualmente, sé observamos diferenca estatistica na concentracgdo de 1
mg/mL para GB2 e na concentracdo de 10°M para a quercetina. Assim, ¢ plausivel
afirmar que os extratos de Ginkgo biloba assim como a quercetina atuam nos mesmos

mecanismos de inibi¢do da contracdo muscular independente do componente avaliado.

E sabido que para essa contragao ser gerada, o influxo de célcio é extremamente
importante para 0 mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo, e alguns trabalhos
demonstraram que 0s componentes fasico e tonico da contracdo induzida por KCI séo
dependentes desse influxo de calcio, e isso se da através de canais de Ca®* dependentes
de voltagem (Cav) que ativam-se na despolarizagdo da membrana (CHENG, 1976;
HUDDART et al., 1984). Na literatura € descrito a ativacdo de diferentes canais de
voltagem, sendo canais de célcio que sdo rapidamente inativados, responsaveis pelo
componente fasico, ao passo que existem canais de calcio que sao inativados lentamente,
responsaveis pela resposta tonica mantida (HUDDART et al., 1984; LANGTON &
HUDDART, 1987).

De acordo com a literatura, podemos destacar dois tipos de canais de calcio
dependente de voltagem, os canais do tipo L e do tipo T. Os canais de célcio ativados por
alta voltagem, sensiveis a dihidropiridinas (nifedipina) e que sdo inativados lentamente,
sdo os do tipo L (Cav1x); ja os canais de calcio que sdo ativados por baixa voltagem e que
sdo inativados rapidamente, sdo os do tipo T (Cavsx) (CATTERALL et al., 2005;
CATTERALL et al., 2020). No trabalho de Garcia-Pascual e colaboradores (1991), os
autores sugeriram que na uretra de cordeiro o componente fasico depende da ativacdo de
canais de Ca» de inativacdo rapida (tipo T), enquanto o componente tdnico depende da
ativacdo de canais de Ca» de inativacao lenta (tipo L). Esses resultados sdo apoiados pelo

trabalho de Langton e Huddart (1987), que concluiram que no ducto deferente de rato, o
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componente fasico dependia da ativagdo de canais de célcio rapidos que eram
prontamente inativados por voltagem, os canais tipo T, enquanto a resposta mantida do
componente tonico dependia da ativacdo de canais lentos dependentes de voltagem, tipo
L, que foram inativados lentamente. Esses resultados indicam que ha a participacdo de
diferentes subtipos de Ca, na contracdo induzida por KCI, embora em nossos
experimentos foi demonstrado que fasico e ténico foram inibidos igualmente na presenca

dos extratos ou da quercetina.

Apesar da literatura descrever a participacao de diferentes tipos de canais de
calcio no componente fasico e ténico da contracdo induzida por KCI, nossos resultados
sugerem que independente da sinalizacdo envolvida na geracdo tanto do componente
fasico quanto do componente ténico, GB1, GB2 e quercetina foram capazes de inibir

igualmente esses componentes.

5.4 Efeito da nifedipina na contracéo induzida por KCI

Como citado anteriormente, a contracdo de células musculares depende da
disponibilidade de ions célcio, e modificacdes subitas e transitorias dessas concentracdes
e alteragdes funcionais dos canais de célcio podem interferir na resposta a contracao
(DUARTE, 1993).

A nifedipina que € um bloqueador cléssico dos canais de calcio dependentes de
voltagem, foi utilizada a fim de avaliar a participacéo desses canais na contracdo induzida
por KCI. Nossos resultados mostram que a nifedipina é capaz de inibir de maneira
concentracdo dependente tanto o componente fasico quanto o tdnico da contragdo
induzida por KCI, confirmando a participacdo destes canais em ambos 0s componentes
da contracdo. Estes resultados vdo ao encontro do que ja foi reportado na literatura, sobre
trabalhos que utilizam a nifedipina na inibic&o das contrac6es geradas pelo KCI no ducto
deferente (HAY & WADSWORTH, 1982a; HAY & WADSWORTH, 1982b; HOY;
ASHLEY; CAMERON, 1986; LANGTON & HUDDART, 1988; SHIBATA et al.,
1991). Porém, quando comparamos o efeito da nifedipina entre os componentes da
contracdo, demonstramos que nao houve diferenca significativa entre eles, indicando que
h& participacdo de Cay-L em ambos os componentes da contracdo, sendo este nosso
resultado, contrario ao que foi observado por alguns autores que demonstraram que 0
componente ténico é mais sensivel a agdo da nifedipina (HAY & WADSWORTH, 1982b;
HOY; ASHLEY; CAMERON, 1986).
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5.4.1 Efeitos dos extratos, GB1 e GB2, e da quercetina na presenca da

nifedipina

Quando comparamos o efeito inibitorio do extrato GB2 ou da quercetina,
na presenca da nifedipina, sob os componentes da contracdo, observamos que ndo ha
diferencas estatisticas entre eles, diferente do que ocorre com extrato de GB1 na presenga
da nifedipina, onde demonstramos uma potencializacéo do efeito de GB1 no componente

tonico.

Esses resultados nos indicam que tanto os extratos de GB (GB1, GB2)
quanto a quercetina, ndo atuam exclusivamente por bloqueio de CayL, ja que a resposta
causada por cada um deles n&o foi revertida na presenca da nifedipina.

5.5 Efeito do GB2 na presenca da quercetina

Quando avaliamos o efeito de GB2 na presenca da quercetina observamos que
0 componente tonico foi significativamente mais sensivel do que o componente fasico.
Esta diferenca nos sugere que no componente tonico o GB2 esteja atuando em um
mecanismo de inibicdo adicional ao mecanismo de acdo da quercetina. Além disso, em
ambos os componentes, também podemos inferir que o GB2 esta atuando em um local de
acdo diferente do local da quercetina, tendo em vista que seu efeito nao foi revertido pela

mesma.

Como discutido anteriormente, ha na literatura trabalhos que explicam o0s
possiveis mecanismos de acdo do GBE e da quercetina, porém ndo ha trabalhos que
tenham associado estas duas substancias. Dessa maneira, até onde foi possivel pesquisar,

0 nosso trabalho é o primeiro a demonstrar o efeito da associacdo de GBE com quercetina.

5.6 Comparacao do efeito inibitorio, induzido pelos extratos de Ginkgo biloba
ou de quercetina, na presenca ou na auséncia de nifedipina, nos componentes fasico

ou ténico da contracdo induzida por KCI

Considerando o exposto de que fasico e tbnico podem apresentar diferentes
mecanismos de inducdo da contracao, analisamos o efeito inibitorio de cada extrato, pré-
incubados com quercetina ou nifedipina, em cada componente. Aqui, j& demonstramos
que, em algumas condic¢des, 0 componente ténico teve uma inibicdo mais significativa
quando comparado com o componente fasico do mesmo grupo experimental. A partir dai,

resolvemos comparar 0s grupos GB1 e Nifedipina+GB1; GB2, Nifedipina+tGB2 e
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Quercetina+GB2; Quercetina e Nifedipina+Quercetina, nos componentes fasico e tonico
separadamente.

Demonstramos no componente tonico, que o efeito de GB1 e de GB2 foi
potencializado na presenca da nifedipina. Além disso, também no componente tonico, na
presenca da quercetina, o efeito do GB2 foi potencializado, sugerindo que as substancias
atuam em locais diferentes porém com a mesma funcgdo de inibicdo da contracdo nesse

componente.

Ja o efeito da quercetina foi potencializado em ambos os componentes, fasico
e tbnico, na presenca da nifedipina, propondo que a inibicdo causada pela quercetina ndo
depende unicamente de canais de calcio dependentes de voltagem.

Apesar de nossos achados serem contrarios aos resultados demonstrados por
alguns autores (ROTONDO, SERIO & MULE, 2009; LUO et al., 2018), onde foi
demonstrado que na presenca da nifedipina, o efeito inibitorio da quercetina sobre a
contragéo gastrica, foi parcialmente revertido, sugerindo assim que a quercetina atua nos
canais Cay-L, embora ndo exclusivamente (ROTONDO; SERIO; MULE, 2009), e
sugerido que a quercetina, em vias aéreas de camundongos, causa relaxamento por meio
da inibicdo de Cav-L (LUO et al., 2018), nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a

associacdo dessas duas substancias em ducto deferente.
6. Concluséo

Nossos resultados indicam que GB1, GB2 e a quercetina sdo capazes de inibir
algum mecanismo envolvido com a geracdo da contracdo induzida por KCI em ducto
deferente de camundongo. Além disso, também sugerem que este efeito inibitério, de
ambas as substancias ndo é dependente exclusivamente da inibicdo dos canais de célcio
voltagem dependente. Assim, estes achados apontam que o GBE, bem como a quercetina,

podem ser estratégias farmacologicas para o tratamento de EP.
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